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Desde hace más de dos décadas se han utilizado compuestos sintéticos, los 
secretagogos de GH (GHS), para estimular de forma farmacológica la secreción de 
hormona de crecimiento (GH) en individuos con alteraciones del eje hipotálamo-
hipofisario, y principalmente en individuos con déficit en GH (Chapman y col., 1996; 
Carpino, 1999). 
Con el descubrimiento de ghrelin se dio a conocer una nueva vía endocrina de 
gran interés. Este nuevo péptido, de 28 aminoácidos y un residuo n-octanoico en la 
serina de la posición 3 del extremo N-terminal (Fig. 1), constituye el ligando endógeno 
para el receptor huérfano de secretagogos de la hormona de crecimiento (GHS-R) 
(Kojima y col., 1999). Como su nombre indica, este receptor está implicado en la 
secreción de GH, y, conjuntamente con ghrelin, constituye la tercera vía de regulación 
de la secreción de hormona de crecimiento. Hasta el momento sólo se conocían dos vías 
reguladoras de la secreción de GH: la vía de la hormona liberadora de GH (GHRH) y la 
vía de la somatostatina (SS) (Kojima y col., 1999).  
Posteriormente se demostró que ghrelin no sólo actúa estimulando la liberación de 
GH, sino que ejerce una gran variedad de efectos, dada la amplia distribución tisular de 
su receptor. Ghrelin actúa regulando el apetito y el peso corporal, el eje gonadal, el 
metabolismo de los carbohidratos, la proliferación celular, el sueño y cabe destacar 
también su importante papel sobre el sistema cardiovascular (Kojima y Kangawa, 
2005).
Figura 1. Representación de la estructura aminoacídica de ghrelin y la modificación octanoica en la serina 
de la posición 3. 
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Descubrimiento de ghrelin 
Ghrelin fue descubierto por el grupo de los doctores Kangawa y Kojima (1999) 
durante la realización de estudios para analizar los efectos cardiovasculares de los GHS. 
Este grupo estudió el efecto de la administración de diferentes extractos celulares sobre 
la variación de la concentración de calcio en una línea celular de ovario de hámster 
chino (CHO) que expresa de forma estable el receptor de secretagogos de GH (CHO-
GHSR62). La mayor activación, en cuanto al aumento de calcio intracelular, se produjo 
tras la exposición a extractos de estómago (Kojima y col., 1999). 
A partir de estos extractos de estómago de rata se purificó el compuesto activo 
mediante el paso de la muestra por columnas de intercambio iónico y cromatografía 
líquida de alta resolución en fase reversa (RP-HPLC). La denominación del compuesto 
bioactivo obtenido surgió como la unión de las raíces ‘ghre’, que es la raíz Proto-Indo-
Europea de la palabra ‘growth’ que significa crecimiento, y ‘relin’ que significa 
liberación. En conjunto, su nombre es representativo de la primera función biológica 
descubierta para ghrelin, la estimulación de la secreción de GH (Kojima y col., 1999). 
Estructura génica 
El gen que codifica para ghrelin en humanos se localiza en el cromosoma 3, en la 
región 3p25-26. En rata está localizado en el cromosoma 4, región q42, y en ratón en el 
cromosoma 6, en la región E3. 
En rata los exones 1 y 2, de los cuatro que componen el gen, son los que contienen 
la información codificante de la proteína madura (Kojima y col., 1999).  
La composición del gen de ghrelin varía en ratón y humano. En ambos casos, el 
primer exón, de tan solo 19 pb en ratón y 20 pb en humano, constituye una región no 
codificante. Los cuatro restantes contienen la secuencia codificante de la prepro-
proteína, y son los exones 2 y 3 los que contienen la información para la proteína 
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Figura 2. Representación de los genes de ghrelin correspondientes a humano, rata y ratón. Las regiones 
codificantes de cada gen se representan con trama de líneas en diagonal. 
Se han caracterizado las regiones promotoras en humano y en rata, y ambas 
constan de dos lugares de iniciación de la transcripción, denominados proximal y distal, 
situados en la posición -32 pb y -555 pb en humanos y -30 pb y -474 pb en rata, curso 
arriba del codón de iniciación ATG presente en el exón 2 (Fig. 3). En ambos promotores 
se encontró la región mínima con actividad basal: en el caso del promotor de humanos 
está formada por la secuencia del exón 1 y la zona proximal del intrón 1. En rata, la 
región del exón 1 no es esencial para la actividad del promotor. Las regiones caja TATA 
se encuentran, curso arriba desde el lugar de iniciación hacia la región 5’, en las 
posiciones -585 pb hasta la -579 pb en humanos y desde las posiciones -504 pb a -448 
pb en rata (Wei y col., 2005). 
Figura 3. Representación más detallada de las regiones promotoras de los genes de ghrelin en humano y 
rata. En color rojo se señalan las regiones mínimas que presentan actividad basal. 
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La presencia de dos lugares de iniciación de la transcripción en el gen de ghrelin 
da origen a la formación de un transcripto de tamaño corto y otro de mayor tamaño. El 
transcripto de tamaño corto se expresa en todos los tejidos de rata analizados aunque 
varía en cuanto a sus niveles de expresión. El transcripto de mayor tamaño no se detectó 
en riñón, corazón, pulmón, tejido muscular o glándula suprarrenal de rata ni en las 
líneas celulares de cardiomiocitos de neonatos de rata (H9c2) o de células epiteliales de 
mucosa gástrica de rata (RGM1). Curiosamente, en las células de feocromocitoma de 
rata (PC12) no se detectó ninguno de los dos transcriptos (Wei y col., 2005). 
En ratón, la secuencia del ADNc de ghrelin contiene 521 pb, de las cuales 44 pb 
componen una región 5’ no codificante, 354 pb forman la región codificante para la 
secuencia aminoacídica de prepro-ghrelin y 123 pb que forman la región no codificante 
del extremo 3’. La secuencia poliadenilada está situada a 17 pb del extremo final 3’, 
mientras que 24 pb, curso arriba, desde el lugar de iniciación hacia la región 5’ se 
encuentra una secuencia tipo caja TATA (Tanaka y col., 2001). 
La transcripción del gen de ghrelin no da como resultado una sola proteína. Este 
gen presenta la información genética para la expresión de ghrelin y sus variantes 
(Kojima y Kangawa, 2005) y además, este gen codifica también para una nueva 
proteína, la obestatina, que podría ser el antagonista natural de ghrelin, según los 
primeros análisis funcionales realizados para esta proteína (Zhang y col., 2005a). 
Existen otras dos variantes de expresión del gen de ghrelin en ratón; la primera, 
descrita en testículo de ratón, se denomina transcripto derivado del gen de ghrelin 
(GGDT) y está codificada por los exones 1, 4 y 5. Se desconoce si GGDT se traduce in
vivo debido a que carece de señal peptídica, aunque se sugiere un posible papel en la 
actividad reproductora (Tanaka y col., 2001). La segunda variante ocurre por la 
delección completa del exón 4, resultando un cambio estructural del ADNc con un 
codón de finalización prematuro que al transcribirse origina un péptido con una 




Ghrelin se sintetiza en forma de precursor como prepro-hormona de 117 
aminoácidos. Los 23 primeros codifican el péptido señal, los siguientes 28 aminoácidos 







GSSFLSPEHQ RV Q Q RKE S KKPPAK LQ PR Humano
GSSFLSPEHQ RA Q Q RKE S KKPPAK LQ PR Rata/ratón
GSSFLSPEHQ KV Q Q RKE S KKPAAK LK PR Cerdo
GSSFLSPEHQ KL Q Q RKE S KKPPAK LQ PR Perro 
GSSFLSPEHQ RV Q Q RKE S KKPPAK LQ PR Ternera
GSSFLSPEHQ KL Q - RKE P KKPSGR LK PR Oveja
1 14 28 aa
A)
B)
Figura 4. A) Representación de la estructura proteica de prepro-ghrelin formado por tres fragmentos de 
23, 28 y 66 aa. El fragmento central de 28 aa corresponde a la secuencia madura de ghrelin. B) 
Comparación aminoacídica de ghrelin entre diferentes especies. En la secuencia de rata y ratón se marcan 
en rojo los dos únicos aa que difieren con la secuencia de humano. El asterisco marca la serina 3 donde se 
produce la acilación de ghrelin. 
Posteriormente, la secuencia aminoacídica de prepro-ghrelin se procesa a pro-
ghrelin, tras liberarse la secuencia del péptido señal, y finalmente, al liberarse la región 
C-terminal, como péptido de 28 aminoácidos (Kojima y col., 1999). 
Ghrelin presenta una acetilación, con un residuo n-octanoico, que ocurre después 
de la síntesis proteica. El péptido que se produce tras la traducción sin la acetilación se 
denomina des-acil o des-octanoil ghrelin (Des-G) (Hosoda y col., 2000a). 
Este mecanismo post-traduccional de acetilación no se ha presentado con 
anterioridad en ningún otro péptido natural, por lo que se desconoce el mecanismo que 
regula el balance entre las formas de ghrelin acilada y desacilada, así como la enzima o 
enzimas que regulan este proceso (Kojima y Kangawa, 2005) (Fig. 5).  
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Figura 5. Balance entre la forma de ghrelin y Des-G ¿Cuál o cuales son las enzimas que regulan este 
proceso? 
La paroxonasa fue la primera enzima propuesta. Esta esterasa calcio dependiente, 
presente en plasma, actúa rompiendo lípidos oxidados en LDL. La presencia en plasma 
de complejos proteicos formados por ghrelin, HDL y la paroxonasa, podría sugerir un 
papel de esta enzima en la relación o conversión Des-G y ghrelin, ya que la unión del 
grupo lipídico octanoil de ghrelin se realiza mediante un enlace éster (Beaumont y col., 
2003). La administración de ghrelin exógeno en una solución de plasma no incrementó 
la concentración de Des-G, lo que indica que la enzima encargada de regular la 
conversión de ghrelin en Des-G no está presente en plasma (Shanado y col., 2004). 
La otra enzima candidata, propuesta por el grupo de Shanado y colaboradores 
(2004), es la enzima lisofosfolipasa I (LysoPLA I). Está presente en estómago y puede 
jugar un papel regulador en el proceso del intercambio entre el estado acilado y 
desacilado de ghrelin, puesto que el inhibidor irreversible de la LysoPLA I, el metil 
araquidonil fluorofosfonato, inhibe el paso de ghrelin a Des-G (Shanado y col., 2004). 
Aislamiento y caracterización 
Desde un primer momento la modificación octanoica que presenta ghrelin se 
propuso como la característica esencial para su actividad biológica. La comparación 
funcional de ghrelin y el péptido sintético desacilado demostró que éste último no 
aumenta la concentración de calcio intracelular en células que expresan GHS-R, y sus 
características de tiempo de retención en el proceso de RP-HPLC y peso molecular son 
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Figura 6. Representación del proceso de RT-HPLC analizando las características de retención de ghrelin. 
a) Representación del péptido ghrelin, cuyo tiempo de retención es de alrededor de 20 minutos. b) 
Representación de los tiempos de retención de ghrelin sintético acilado y de la forma desacilada de 
ghrelin, también sintética, que presenta un tiempo de retención menor (§10 minutos), como se puede 
apreciar por la presencia de los dos picos de elución. c) Representación de las características de elución 
de ghrelin y de ghrelin sintético, ambas formas aciladas, que muestran el mismo tiempo de retención, por 
lo que aparece un solo pico poco después de los 20 minutos. 
Se realizaron varios estudios para averiguar cuál podría ser la sustancia, hasta 
entonces desconocida, que conformaba la modificación presente en ghrelin. Se especuló 
acerca de la posibilidad de que fuese un metal, un carbohidrato o un lípido. Finalmente 
se comprobó que la unión de un componente de origen lipídico, un ácido graso de 
cadena mediana (el ácido n-octanoico), al grupo hidroxilo de la serina 3 del compuesto 
sintético, resultaba en la formación de un compuesto de idénticas características 
cromatográficas, estructurales y de bioactividad que ghrelin purificado (Fig. 7). Se 
demostró así la configuración total de ghrelin (Kojima y col,. 1999), que curiosamente 
no tiene ninguna homología estructural con los secretagogos peptídicos capaces de 


















Figura 7. Síntesis de ghrelin. Se produce una esterificación del grupo hidroxilo presente en la serina de la 
posición 3 con el ácido n-octanoico formando un compuesto de idénticas características al compuesto 
endógeno.
Conjuntamente con el descubrimiento de ghrelin, el análisis por RT-HPLC de los 
extractos celulares de estómago de rata demostró la existencia de otro compuesto que 
presentaba un tiempo de retención menor en la columna de cromatografía (Fig. 8). Las 
características de retención de este compuesto eran idénticas a las del compuesto 
sintético desacilado. Tras las posteriores purificaciones se observó que este compuesto 
se correspondía con la forma desacilada de ghrelin, Des-G (Hosoda y col., 2000a). 
Figura 8. Representación del proceso 
de RT-HPLC analizando las 
características de retención de los 
péptidos endógenos ghrelin y Des-G. 
Ghrelin presenta un tiempo de 
retención de unos 20 minutos 
aproximadamente (pico a). El tiempo 
de la forma Des-G es menor, 


































































Des-G no tiene capacidad de movilizar el calcio intracelular, lo que hacía pensar 
que la forma activa del péptido era solamente la acilada (Hosoda y col., 2000a). 
Recientemente este concepto ha cambiado, y como veremos con detalle más adelante, se 
ha demostrado que Des-G es bioactivo sobre músculo papilar (Bedendi y col., 2003), 
adipocitos (Muccioli y col., 2004), células de cáncer de próstata (Cassoni y col., 2004), 
o hepatocitos (Gauna y col., 2005). Además regula el metabolismo de la glucosa e 
insulina (Broglio y col., 2004), la ingesta y la motilidad gástrica (Asakawa y col., 2005). 
Posteriormente, se demostró la existencia de otro ligando endógeno, a parte del ya 
mencionado Des-G, para el receptor de secretagogos de GH. Se denomina Des-Gln14-
ghrelin, debido a que esta forma carece de la glutamina de la posición 14. Esta variante 
de ghrelin, de 27 aa, representa solamente un 10 % del ghrelin total en estómago. Al 
analizar la secuencia del gen de ghrelin, se encontró la presencia de un intrón entre la 
región codificante para las glutaminas de las posiciones 13 y 14. Este intrón presenta en 
su extremo terminal 3’ la secuencia nucelotídica “CAGCAG”, donde las secuencias AG 
actúan como señal de “splicing”. Si en la secuencia del intrón se utiliza el primer AG 
como señal de maduración, el resultado es la síntesis de prepro-ghrelin, y el segundo 
AG se traduce dentro del triplete CAG como glutamina (en la posición 14). En cambio 
si la señal de “splicing” es el segundo AG, se produce un prepro-ghrelin carente de un 
aminoácido, dando como producto Des-Gln14-ghrelin (Hosoda y col., 2000b). 
Des-Gln14-ghrelin contiene igualmente la modificación n-octanoica en la serina 3, 
y, cuando se administra en ratas, estimula la secreción de GH al igual que ghrelin 
(Hosoda y col., 2000b). 
Existen otras isoformas descritas en humano, que varían con respecto a ghrelin en 
cuanto a la longitud de la secuencia peptídica o en el tamaño del compuesto acilado 
presente en la serina (Hosoda y col., 2003) (Tabla 1).
Un proceso proteolítico es el causante de las isoformas de ghrelin o de sus 
variantes (Des-G o Des-Gln14-ghrelin) compuestas por 27 aa, puesto que los residuos 
básicos de la Pro27 y Arg28 del extremo C-terminal sirven como señal de corte para 





Des-acil ghrelin (Des-octanoil) 














Tabla 1. Diversas variantes de ghrelin y su nomenclatura. 
En el año 2003, Pemberton y colaboradores detectan la existencia de un fragmento 
formado por 32 aa de la región C-terminal de pro-ghrelin, denominado C-ghrelin, en el 
torrente circulatorio. Se desconoce su implicación funcional pero sus niveles varían en 
patologías cardíacas, por lo que podría tener algún papel a nivel cardiovascular 
(Pemberton y col., 2003) (Fig. 9). 
La obestatina, descubierta recientemente, se produce también a partir de la 
secuencia de ghrelin, más concretamente de la región C-terminal de prepro-ghrelin (Fig. 
9). Está compuesta por 23 aminoácidos, y presenta en su región C-terminal un grupo 
amida como modificación post-traduccional (Zhang y col., 2005a). En los estudios 
preliminares realizados con la obestatina, se ha determinado que la forma activa de la 
proteína es la forma amidada, y funcionalmente parece presentar acciones opuestas a las 
de ghrelin (Zhang y col., 2005a) (Fig. 9). 
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Figura 9. Representación de prepro-ghrelin y los péptidos que se generan a partir de esta secuencia 
aminoacídica. En rojo la secuencia que da origen a ghrelin, Des-G, Des-Q-14, y otras variantes. La 
secuencia recuadrada representa la secuencia de aa del C-ghrelin. La secuencia aa en amarillo se 
corresponde con la secuencia consenso de la composición de obestatina. C-ghrelin y la obestatina 
comparten secuencia de aa, representada en color azul. 
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Figura 10. Estudio filogenético (análisis 
Neighbor-Joining) en el que se muestra la gran 
homología entre la secuencia de ghrelin entre 
especies. La mayor homología está entre 
roedores y humanos. Las diferencias se marcan 
a la izquierda de cada rama (Parhar y col., 
2003). 
Al igual que para ghrelin, se desconocen las enzimas o mecanismos que provocan 
la formación del C-ghrelin o la formación y modificación post-transduccional de la 
obestatina. Además al compartir estos dos péptidos parte de la secuencia aminoacídica 
¿cuál sería el mecanismo que regula la formación de uno u otro? 
La presencia de ghrelin en mamíferos y no mamíferos demuestra que está 
altamente conservado. Así, la semejanza entre la secuencia aminoacídica de prepro-
ghrelin de rata o ratón con la secuencia humana es de 82,9% (Kojima y col., 1999) (Fig. 
10), y en humano la secuencia aminoacídica de ghrelin, compuesta por los 28 aa, es 
homóloga a la de rata y ratón exceptuando dos cambios aminoacídicos (Date y col., 
2000).
Los siete primeros residuos aminoacídicos y la modificación n-octanoica también 
están altamente conservados entre especies, como se podría suponer debido a su 
característica de “centro activo” (Date y col., 2000). Aunque estudios posteriores han 
demostrado que modificaciones realizadas en la región de acilación de ghrelin que se 
podría suponer inalterable para el mantenimiento de su funcionalidad, no provocan 
pérdida de actividad. Si se realiza una modificación en la acilación de la serina 3 con 
cadenas alifáticas largas o grupos octanoil insaturados, ghrelin no pierde su actividad, 
pero si el cambio se realiza con grupos menos hidrofóbicos, la actividad de ghrelin 
disminuye drásticamente. Incluso la transferencia de la acilación desde la serina de la 
posición 3 a la serina de la posición 2 no provoca una reducción en cuanto a la actividad 






















Otros estudios con pequeños péptidos, simplemente compuestos por los primeros 
cuatro o cinco residuos de la estructura de ghrelin, indican que el segmento N-terminal 
“Gly-Ser-Ser(n-octanoyl)-Phe” constituye el ‘centro activo’ requerido para una unión 
eficiente y posterior activación del receptor (Bednarek y col., 2000); debido a que estos 
pequeños fragmentos son capaces de activar in vitro de manera eficaz GHS-R como si 
se tratase de la secuencia completa (Inui, 2001). Al no ocurrir lo mismo en sistemas in
vivo se deduce que el extremo C-terminal también juega un importante papel en la 
actividad de ghrelin (Torsello y col., 2002). 
Distribución tisular 
Tanto ghrelin como sus variantes (Des-G, Des-Gln14-ghrelin, etc.) se sintetizan 
principalmente en estómago, en células neuroendocrinas del fundus gástrico, y 
posteriormente se secretan al torrente circulatorio (Date y col., 2000; Hosoda y col., 
2000b). Tanto en estómago como en plasma la proporción de Des-G es mayor que la de 
ghrelin (2:1) (Hosoda y col., 2000a; Yoshimoto y col., 2002). 
La importancia del aporte de ghrelin por parte del estómago se puso de manifiesto 
en individuos sometidos a gastrectomía, cuyos niveles plasmáticos de ghrelin se 
reducen entre un 65% y un 85% del total (Ariyasu y col., 2001; Djurhuus y col., 2002). 
Mediante técnicas de inmunohistoquímica, microscopía electrónica e hibridación 
in situ, se determinó cuáles eran las células productoras de ghrelin (Date y col., 2000): 
en humanos se denominan células P/D1 y en roedores células tipo X/A. Éstas 
almacenan ghrelin en el citoplasma celular en gránulos electrón-densos, compactos y 
redondeados de un tamaño aproximado de 140nm y 180nm respectivamente (Toshinai y 
col., 2001; Rindi y col., 2002) (Fig. 11). 
De las cuatro poblaciones de células endocrinas en la glándula oxíntica, la 
población mayoritaria es la formada por células tipo enterocromafina (células ECL), 
productoras de histamina, con un 60-70% del total en rata y un 30% en humano. Las 
células productoras de ghrelin conforman entre un 20% y un 30% del total de la 
población de células endocrinas de la glándula oxíntica, siendo la segunda población 
más frecuente tras las células ECL (Toshinai y col., 2001) y mayor población con 
respecto a los otros tipos celulares existentes: células D, productoras de histamina con 
2-5% de porcentaje en rata y un 22% en humano y las células enterocromafina (células 
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EC), productoras de serotonina, en mucha menor proporción (0-2% en rata y 7% en 
humano) (Simonsson y col., 1988).  
Figura 11. Microfotografías de inmunohistoquímica y microscopía electrónica para ghrelin. A) Células de 
estómago humano inmunoreactivas a ghrelin (100x) B) Célula de la glándula oxíntica de estómago de 
rata. Mediante microscopía electrónica se pueden ver los múltiples gránulos electrón-densos de forma 
redondeada y compacta presentes en el citoplasma celular (Date y col., 2000; Korbonits y col., 2001).  
Dentro de las células productoras de péptidos gástricos cabe destacar que sólo las 
células que expresan ghrelin presentan una gran conexión con la lámina media y red 
vascular (Jarkovska y col., 2004), ya que ghrelin y Des-G, a pesar de ser péptidos 
gástricos, no se secretan al tracto digestivo sino al torrente sanguíneo (Hosoda y col., 
2000a).
Patologías como la diabetes u obesidad presentan una reducción en el número de 
células X/A productoras de ghrelin en estómago y duodeno, en comparación con 
individuos control (Rauma y col., 2006). 
Aunque el estómago es el principal productor de ghrelin, también se ha 
encontrado, en menor grado, expresión de ghrelin en una gran cantidad de tejidos 
mediante el uso de diferentes técnicas de análisis como son: radioinmunoensayo, 
hibridación in situ, RT-PCR o inmunohistoquímica. Se ha encontrado ghrelin en los 
núcleos hipotalámicos arcuato (ARC), paraventricular, ventromedial y dorsomedial 
(Cowley y col., 2003), en hipófisis (Korbonits y col., 2001), en intestino (Date y col., 
2000), en riñón (Mori y col., 2000) y en placenta (Gualillo y col., 2001). Mediante la 
técnica de PCR en tiempo real se ha visto que otros muchos tejidos como el páncreas, el 






El número de células X/A productoras de ghrelin aumenta con el desarrollo. 
Ghrelin se expresa a niveles bajos en estómago fetal, y su expresión va aumentando con 
posterioridad al nacimiento (Hayashida y col., 2002). De forma compensatoria, el 
páncreas en estas etapas es el principal aporte de ghrelin al torrente circulatorio. En 
adultos, por el contrario, es el estómago el principal productor de ghrelin (Chanoine y 
Wong, 2004), seguido por el intestino (Kojima y col., 1999). El mecanismo o motivo 
por el cual se produce un cambio en cuanto al tejido productor de ghrelin se desconoce. 
Se sugiere que las células productoras de ghrelin e insulina derivan de un mismo 
precursor y sufren un proceso de especialización. En etapas tempranas se activarían los 
genes para la expresión de ghrelin e inhibirían los de la insulina (Prado y col., 2004), 
posteriormente, durante el desarrollo, este proceso se invierte y estas células expresan 
los genes necesarios para la producción de insulina por parte del páncreas. 
Esta hipótesis surge porque el estudio de las células productoras de ghrelin en 
páncreas ha sido y es uno de los puntos que genera mayor controversia en los últimos 
años. Existen tres hipótesis en cuanto al origen celular de ghrelin en páncreas; dos de 
ellas sugieren que ghrelin se expresa o bien en los islotes de células productoras de 
glucagón; células D (Date y col., 2002a) o en los islotes de células productoras de 
insulina; células E (Volante y col., 2002). La tercera afirma la existencia de una nueva 
población de células, distinta a las anteriores, correspondiente a las células productoras 
de ghrelin, denominadas células H (Prado y col., 2004; Wierup y Sundler, 2005) (Fig. 
12).
Figura 12. Esquema que representa en la parte izquierda el concepto tradicional de la composición de los 
islotes de Langerhans del páncreas (4 poblaciones de células: D, producen glucagón, E, expresan insulina, 
G, secretan somatostatina y PP, producen polipéptido pancreático) y en la parte derecha el concepto actual 
que postula la existencia de una nueva población de células denominadas células İ, que son las células 
productoras de ghrelin. 
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Secretagogos de GH (GHS) 
Los GHS son pequeños fármacos o pépticos sintéticos capaces de activar el eje 
GH-IGF-I tras su administración vía intravenosa, subcutánea, nasal u oral (Anderson y 
col., 2005). Se desarrollaron como alternativa al tratamiento con las hormonas 
recombinantes humanas GH y GHRH (hormona liberadora de GH) (Carpino, 1999), con 
el objetivo de reestablecer los perfiles normales de pulsatilidad de la GH en ancianos 
(Smith y col., 1997). 
Los GHS presentan gran similitud en cuanto a su estructura tridimensional, 
aunque no en cuanto a su bioactividad o vida media. Así, los GHS peptídicos son 
compuestos de baja bioactividad y corta vida en comparación con los no peptídicos, que 
son menos susceptibles a la degradación (Smith y col., 1997; Smith, 2005).  
Monany y colaboradores (1981) describieron la síntesis de una clase de pequeños 
péptidos basados en la estructura Met- y Leu- encefalinas. Desarrollaron el hexapéptido 
sintético, His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2, denominado GHRP-6, capaz de 
estimular la liberación de GH in vivo e in vitro. En un primer momento, su pequeño 
tamaño y actividad, lo propuso como un buen candidato para el tratamiento clínico, pero 
como inconveniente presenta una pobre bioviabilidad oral y corta vida media in vivo 
(Smith, 2005). Existen otros derivados del GHRP-6: el GHRP-1, GHRP-2 o la 
hexarelina (Fig. 13), todos ellos actúan de forma sinérgica con la GHRH, en la 
liberación de GH in vivo y de forma adictiva in vitro, a través del GHS-R (Howard y 
col., 1996). La hexarelina modifica su estructura con respecto al GHRP-6 tras la 
metilación del triptófano de la posición 2 (Ghigo y col., 1994), y además, de su 
actividad sobre la secreción de GH, presenta un papel importante en el sistema 
cardiovascular (Cao y col., 2006). Incluso antes del descubrimiento de ghrelin, se 
demostró que la hexarelina presenta un efecto beneficioso frente al daño producido en 
isquemia y repercusión (Rossoni y col., 1998). Muchos de los estudios realizados 
posteriormente demuestran que la hexarelina y ghrelin comparten actividades a nivel 
cardiovascular (Locatelli y col., 1999; Pettersson y col., 2002; Frascarelli y col., 2003). 
Dentro de los secretagogos no peptídicos, el MK-0677 (L-163,191) es el más 
potente, y presenta una viabilidad oral y en plasma mayor que el GHRP-6 (Smith y col., 
1996). Éste fue el secretagogo empleado en los estudios llevados a cabo en el año 1996 
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para la identificación y clonación del receptor huérfano de secretagogos de GH (Pong y 
col., 1996). A partir de su estructura se han desarrollado otros muchos secretagogos no 
peptídicos (Smith, 2005), algunos de los cuales se citan en la figura 13. Su principal 
actividad es promover la secreción de GH (Smith y col., 1996), aunque también se ha 
visto que actúa, en menor grado que ghrelin, sobre la reducción de la lipólisis en 
adipocitos (Muccioli y col., 2004). 
Figura 13. Relación de GHS peptídicos y no peptídicos y estructura química del GHRP-6 y MK-0667. 
Como se puede observar ambos secretagogos no presentan ninguna homología estructural con ghrelin a 
pesar de ser capaces de unirse al mismo receptor, GHS-R. 
La unión de los GHS al receptor de secretagogos de GH en una célula somatotropa 
provoca la activación de la ruta de señalización intracelular en la que interviene en 
primer término la proteína fosfolipasa C, que genera el incremento intracelular de 
inositol fosfato y diacilglicerol a partir del fosfoinositol trifosfato, PIP3. El diacilglicerol 
actúa como segundo mensajero para la activación del enzima proteína quinasa C y la 
entrada de calcio al interior de la célula, mientras que el inositol fosfato desencadena la 
salida del calcio de los depósitos intracelulares (Chen y col., 1996). Se produce también, 
como consecuencia de la unión ligando receptor, una inhibición de los canales de 
potasio, permitiendo la entrada de calcio a través de canales de voltaje tipo L y tipo T. 
En conjunto, el aumento de la concentración de calcio intracelular estimula la liberación 
GHRP-1       GHRP-2
GHRP-6    Hexarelina 
EP-51389    Ipamorelin 
L-692,429 MK-0677 L-692,585 
L-163,255 CP-424,391 NN703 
SM-130686  EP-01572 




de GH (Inui., 2001) (Fig. 14). 
Receptor de secretagogos de GH 
La familia de receptores acoplados a proteínas G (GPCR) incluye al receptor de 
secretagogos de GH (GHS-R), el receptor de la motilina (GPR38), neurotensina, 
neuromedina U, y el receptor de la obestatina (GPR39) hasta hace muy poco 
considerado como un receptor huérfano (Holst y col., 2004; Zhang y col., 2005a) (Fig. 
15).
GPR 39 (receptor de Obestatina)
GHS-R





Figura 15. Árbol filogenético en donde se representa el grado de homología de los receptores acoplados a 
proteínas G.
Figura 14. Ruta metabólica de 
ghrelin implicada en la liberación de 
la hormona de crecimiento en una 
célula somatoropa. En esta ruta 
ghrelin se une a su receptor (GHS-R) 
e incrementa los niveles de calcio 
intracelular a través de la ruta 












El receptor de secretagogos de GH fue identificado en el año 1996 y, hasta su 
descubrimiento, se consideró un receptor huérfano formado por siete dominios 
transmembrana (Howard y col., 1996) (Fig. 16). 
El gen que codifica para el GHS-R en humanos y ratón se localiza en el 
cromosoma 3, en las regiones q26.2 y A3, respectivamente. En rata el gen se localiza en 
el cromosoma 2, región 2q24. Su estructura génica, compuesta por 2 exones y un intrón 
de aproximadamente 2kb, está altamente conservada entre especies, presentando una 
homología del 96% entre el receptor de rata/ratón y de humanos. El exón 1 presenta la 
información genética para las cinco primeras regiones transmembrana y el exón 2 para 
las TM 6 y 7; ambos codifican para una proteína 41kDa (366 aa) que constituye el 
receptor funcional. (McKee y col., 1997). 
Existen dos variantes de este receptor, que actualmente se denominan forma 1a 
(GHS-R1a) y forma 1b (GHS-R1b). El GHS-R1a es el receptor capaz de generar una 
respuesta intracelular a través de la subunidad GĮ11 (McKee y col., 1997). Además, 
presenta características típicas de un GPCR como son la existencia de: a) residuos 
cisteína conservados en los dos primeros lazos extracelulares, b) potenciales sitios de 
modificaciones post-transduccionales (N-glicosilación o fosforilación) y c) una 
secuencia triplete aromática (E/DRY) localizada inmediatamente después del dominio 
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Figura 16. A) Estructura del GHS-R. B) El gen del GHS-R 
contiene la información que codifica para dos isoformas del 
receptor. De las dos isoformas que se generan solo la GHS-R 
1a (1101 pb) constituye el receptor funcional al presentar los 










La otra variante, denominada forma 1b (GHS-R1b), carece de las dos últimas 
regiones transmembrana, y hasta el día de hoy no se ha demostrado su participación en 
mecanismos de transducción de señal hormonal (Howard y col., 1996). Estas dos 
isoformas se diferencian en la región del extremo C-terminal, y se producen por un 
proceso de maduración por “splicing” alternativo, generándose para el GHS-R1a una 
proteína de 366 aa y para el GHS-R1b una de 289 aa (McKee y col., 1997) (Fig.16). 
La forma GHS-R1a se expresa principalmente en hipófisis e hipotálamo 
(preferentemente en el núcleo arcuato (ARC) y ventromedial (VMN)) (Bennett y col., 
1997). En menor grado en la glándula de tiroides, páncreas, pulmón, glándula adrenal, 
ovario y testículo (Gaytan y col., 2003; Gaytan y col., 2004), miocardio (Gnanapavan y 
col., 2002) y aorta (Nagaya y col., 2001a). 
La forma GHS-R1b, presenta una amplia distribución tisular en humanos, aunque 
se desconoce la razón de su ubicuidad (Gnanapavan y col., 2002). 
El receptor GHS-R1a tiene un importante mecanismo de regulación de la 
respuesta hormonal. La unión de ghrelin al receptor GHS-R1a conlleva la 
internalización del receptor de superficie hacia compartimentos intracelulares. Esta 
internalización se correlaciona positivamente con el tiempo de exposición a ghrelin, 
siendo máxima la respuesta a los 20 minutos. Aproximadamente 6 horas después de la 
eliminación del estímulo el total de los receptores vuelven a la membrana recuperando 
su capacidad de unión y funcionalidad (Camiña, 2006). 
La expresión del receptor de secretatogos de GH en hipófisis está regulada por 
factores como la edad, los niveles de hormona liberadora de GH (GHRH) (Kamegai y 
col., 1999), los niveles de hormonas tiroideas (Kamegai y col., 2001a), glucocorticoides 
(Tamura y col., 2000; Petersenn y col., 2001), estrógenos (Petersenn y col., 2001) o GH 
(Bennett y col., 1997). El sexo también influye, siendo mayor la expresión de GHS-R 
en hipófisis de ratas hembras que en machos (Kamegai y col., 1999). Esta regulación 
por el sexo sobre el GHS-R no ocurre en hipotálamo, en el que, sin embargo, los niveles 
de expresión sí están regulados por la edad (Kamegai y col., 1999). 
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Desde el año 2000 se ha postulado la existencia de uno o varios receptores de 
ghrelin distintos al receptor clásico GHS-R. Cassoni y colaboradores (2001) 
encontraron que tres líneas celulares humanas de cáncer de mama (MCF7, T47D y 
MDA-MB231) no expresan ARN mensajero del receptor clásico GHS-R1a, y 
demuestran que tanto ghrelin como Des-G o los GHS utilizados en el estudio causan 
una reducción de la proliferación celular de estas líneas tumorales (Cassoni y col., 
2001). Por otro lado, en la línea cardiomiocitaria H9c2, la administración de ghrelin o 
Des-G provocan un efecto cardioprotector activando rutas de señalización intracelulares 
anti-apoptóticas, a pesar de que estas células no expresan GHS-R1a (Baldanzi y col., 
2002). Finalmente, ghrelin inhibe la adipogénesis (Zhang y col., 2004b), y estimula la 
proliferación (Zhang y col., 2004a; Kim y col., 2004) y diferenciación celular (Kim y 
col., 2004) en la línea celular 3T3-L1 de pre-adipocitos y adipocitos de ratón. No 
obstante no está claro si es el GHS-R el receptor implicado en las acciones de ghrelin 
sobre este tipo celular, puesto que la expresión del receptor ha sido descrita solamente 
en uno de estos trabajos (Kim y col., 2004).  
La existencia de estos estudios, que describen acciones tanto de ghrelin como de 
Des-G en diversos tipos celulares, en alguno de los cuales no existe expresión del 
receptor GHS-R1a, sugieren la presencia de uno o varios receptores, distintos al GHS-
R1a, capaces de modular la señal generada tras la unión de ghrelin o Des-G (Cassoni y 
col., 2004; Baldanzi y col., 2002; Zhang y col., 2004b). Esta hipótesis se apoya además 
en el hecho de que a pesar de que Des-G no es capaz de unirse al GHS-R1a (Kojima y 
col., 1999), este péptido tiene actividad biológica (Bedendi y col., 2003; Cassoni y col., 
2004; Asakawa y col., 2005).
Aparte del receptor de ghrelin, cabe destacar dos receptores de esta familia: el 
receptor de la motilina (GPR38) y el receptor para la obestatina (GPR39). 
La motilina es una hormona que se expresa en el tracto gastrointestinal, donde 
actúa de forma local a través de su receptor; GPR38. Al presentar este receptor alta 
homología con el GHS-R, y la motilina con ghrelin, además de ejercer efectos similares, 
se sugirió en un primer momento que ghrelin y la motilina fuesen la misma proteína 
(Tomasetto y col., 2001). A pesar de su homología, sin embargo, estos receptores 
presentan una característica que los diferencia claramente: el receptor de la motilina se 
activa tras la unión de su ligando, mientras que el GHS-R puede estar activo de forma 
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constitutiva (Holst y col., 2004). 
El receptor GPR39, huérfano hasta el pasado año, es el receptor para la obestatina 
(Zhang y col., 2005a). Presenta también una alta homología con el receptor de ghrelin, y 
dada su anterior característica de receptor huérfano (Holst y col., 2004) y la búsqueda de 
un nuevo receptor para ghrelin y/o Des-G (Pettersson y col., 2002; Baldanzi y col., 
2002; Cassoni y col., 2004; Kim y col., 2004), se especuló la posible capacidad de 
unión de ghrelin al mismo. Sin embargo los estudios de unión ligando-receptor con 
GPR39 y 125I-obestatina, demuestran que ghrelin no es capaz de desplazar la unión 
específica de la obestatina, por lo que el GPR39 no parece ser un receptor diana para 
ghrelin (Zhang y col., 2005a). 
En resumen, aunque se asume que el receptor GHS-R es el encargado de mediar la 
mayor parte de las acciones endocrinas de ghrelin, hoy en día se hipotetiza la existencia 
de un nuevo receptor, aún por caracterizar, que posiblemente regularía las funciones no 
endocrinas de ghrelin y las de Des-G. Quedaría además por determinar qué mecanismos 
regulan la presencia de uno u ambos tipos de receptores en un determinado tipo celular. 
Funciones Biológicas de Ghrelin 
Regulación de la secreción de GH
Hasta el descubrimiento de ghrelin se sabía que la secreción de GH se regulaba de 
forma endógena por dos péptidos: la hormona liberadora de hormona de crecimiento 
(GHRH) y la somatostatina (SS). La GHRH es secretada por neuronas del núcleo 
arcuato del hipotálamo y actúa sobre sus receptores en hipófisis, lo que genera la 
activación de la adenilato ciclasa (AC) y un incremento del AMPc intracelular que 
activa la proteina quinasa A (PKA) y el aumento de la entrada de calcio 
desencadenando la liberación de GH (Fig. 17). 
Por su parte la somatostatina, originada también en el hipotálamo, actúa 
inhibiendo neuronas productoras de GHRH a través de dos mecanismos: el primero 
activando sus receptores tipo 2 y 5, y el segundo hiperpolarizando las células 




Ghrelin se diferencia de estos dos péptidos en primer lugar por su origen gástrico. 
Tras su síntesis, se secreta al torrente sanguíneo donde circula hasta cruzar la barrera 
hemato-encefálica (BHE) y posteriormente ejercer su función en la hipófisis 
estimulando la secreción de GH a través del GHS-R1a (Kojima y col., 1999).  
 Tanto ghrelin como Des-G, presentes en el plasma sanguíneo, son capaces de 
atravesar la barrera hematoencefálica pero sus características de transporte son 
diferentes. Los análisis realizados en ratones mostraron que tanto el ghrelin de origen 
murino como el humano cruzan la BHE a través de un sistema de transporte saturable 
en ambas direcciones (Banks y col., 2002). Una sola molécula es capaz de activar este 
mecanismo. Por el contrario, Des-G atraviesa la BHE mediante transporte pasivo, no 
saturable, por lo que una vez dentro del sistema nervioso el cerebro lo retiene (Banks y 
col., 2002). 
 Ghrelin activa la secreción de GH de forma comparable a como lo hace GHRH 
tras el tratamiento in vitro de células de hipófisis de rata. Ejerce un efecto dosis 
dependiente sin alterar los valores de otras hormonas hipofisarias como la hormona 
adrenocorticotropina (ACTH) o la hormona foliculoestimulante (FSH) (Kojima y col., 
1999). No ocurre así tras su administración in vivo de forma intravenosa, en la que 
ghrelin estimula con mayor potencia que GHRH la secreción de GH, modificando 
rápidamente sus niveles hasta un pico máximo a los 5-15 minutos en rata y 15-20 
minutos en humanos (Kojima y col., 1999). Además, altera los niveles de ACTH, 
prolactina y cortisol (Takaya y col., 2000). En humanos se ha determinado también que 
la co-administración de GHRH y ghrelin presenta un efecto sinérgico sobre la secreción 
de GH (Hataya y col., 2001). 
Figura 17. Vías clásicas reguladoras 
de la secreción de GH. La vía de la 
GHRH estimula la secreción de GH y 



















Las dosis mínimas de acción de ghrelin sobre la liberación de GH han sido 
determinadas en rata y humanos. En rata, la administración de 1.5 nmol o 10 pmol, 
según sea intavenosa (i.v.) o intracerebroventricular (i.c.v.), respectivamente, provoca 
un efecto potente sobre la secreción de GH. En el caso de humanos se ha determinado 
una dosis mínima de activación de 0.2 mg/kg tras administración i.v. en individuos 
sanos (Date y col., 2002b). 
Aparentemente, la regulación de la secreción de GH provocada por ghrelin es 
diferente según la edad del individuo. Con el aumento de la edad se produce una 
reducción en los niveles circulantes de GH (Toogood y Shalet, 1998), posiblemente esto 
se podría explicar por una disminución en la sensibilidad de los receptores 
hipotalámicos o una alteración en la secreción de ghrelin (Englander y col., 2004). 
Actualmente se ha demostrado que no existe alteración de los niveles de ghrelin, ya que 
análisis realizados en animales de experimentación adultos (rata y mono) muestran 
niveles altos de expresión y secreción de ghrelin en comparación con los mismos 
sujetos de menor edad. De igual forma, la administración exógena de ghrelin en 
individuos adultos estimula de forma más pronunciada la secreción de GH que en 
individuos jóvenes (Englander y col., 2004). 
Además de la actividad directa de ghrelin a nivel del hipotálamo, para estimular la 
secreción de GH, parece existir una conexión entre ghrelin y el nervio vago que regula 
la actividad de éste cuando se administra de forma i.v. Cuando los terminales del nervio 
vago, que llegan a la mucosa gastrointestinal, están inactivados, el efecto producido por 
ghrelin administrado periféricamente se ve claramente reducido (Date y col., 2002b). 
Paradójicamente, a pesar de que Des-G es capaz de atravesar la BHE (Banks y 
col., 2002), o de que se expresa en el hipotálamo (Sato y col., 2005), no activa la ruta de 
señalización del GHS-R1a (Bednarek y col., 2001). Tampoco desplaza a 125I-ghrelin en 
estudios in vitro con células de origen hipotalamo-hipofisario (Muccioli y col., 2001; 
Torsello y col., 2002) ni estimula in vivo la secreción de GH (Torsello y col., 2002). 
Esto indica que las acciones de Des-G, a nivel del hipotálamo, no incluyen la regulación 
de la secreción de GH (Torsello y col., 2002), sino otro tipo de funciones (Asakawa y 
col., 2005, Chen y col., 2005, Toshinai y col., 2006), que posteriormente se trataran en 
otro apartado con más detalle.  
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Regulación de la movilidad y secreción gástrica
En ratas anestesiadas la administración i.c.v. o i.v. de ghrelin estimula de forma 
dosis dependiente la secreción del ácido gástrico (Masuda y col., 2000), así como la 
movilidad gástrica (Masuda y col., 2000, Chen y col., 2005), aunque no en períodos de 
ayuno a pesar de su administración central o i.v (Chen y col., 2005). Este efecto es 
similar al provocado por otros péptidos gástricos, como son la gastrina o motilina, y 
contrarios a la colecistoquinina, secretina, GLP-1 o el péptido YY (Masuda y col., 
2000). Aparentemente, los efectos que produce ghrelin están mediados por la activación 
del nervio vago, ya que su bloqueo (con atropina o por vagotomía) inhibe totalmente el 
efecto producido por ghrelin sobre el tejido gástrico (Date y col., 2001). 
No obstante, en otros estudios con ratas, se ha visto que ghrelin ejerce un efecto 
contrario sobre la secreción de ácido gástrico, tanto si se administra de forma sistémica 
como central (Sibilia y col., 2002; Sibilia y col., 2003). También se ha comprobado que 
la administración i.v. de ghrelin no tiene efecto sobre la secreción basal de ácido 
gástrico, pero sí sobre la inducida por un derivado de la gastrina (Levin y col., 2005). 
En este último año se ha demostrado que Des-G también regula la motilidad 
gástrica. La administración de Des-G, tanto i.c.v. como i.v., provoca una reducción de la 
actividad del antrum sin alterar el tracto intestinal en estadíos de ayuno, y 
contrariamente al efecto de ghrelin, no influye en períodos de alimentación (Chen y col., 
2005).
Regulación del balance energético y homeostasis metabólica
a) Regulación de la ingesta 
El cerebro es el órgano encargado de controlar el apetito, y en particular, el 
hipotálamo se encarga del comportamiento alimenticio a través de complejos 
mecanismos de regulación (Kojima y Kangawa, 2005) que implicar el balance entre la 
expresión de neuropéptidos orexigénicos, como el neuropéptido Y (NPY), la hormona 
AgRP “agouti-releated peptide”, orexina A y B o MCH (hormona concentradora de 
melanina), y neuropéptidos anorexigénicos como CART (“cocaine and amphetamine-




Ghrelin administrado i.c.v., i.v. o vía subcutánea (s.c.) estimula la ingesta, aunque 
el efecto más potente es a través de la vía i.c.v. (Wern y col., 2001a). 
Análisis inmunohistoquímicos revelan la existencia de neuronas productoras de 
ghrelin dentro del hipotálamo en la región del núcleo ARC (Lu y col., 2002), y en la 
región adyacente al tercer ventrículo situada entre las regiones dorsal, ventral, 
paraventricular y el núcleo ARC hipotalámico (Cowley y col., 2003). Existe también 
GHS-R1a en neuronas del ARC que expresan NPY y AgRP, implicadas en el 
desencadenamiento de las acciones orexigénica. Estas neuronas se comportan como 
dianas primarias de ghrelin dado que la administración central de ghrelin en ratas 
alimentadas ad libitum incrementa los mensajeros de ambas proteínas (Seoane y col., 
2003).
Sobre el hipotálamo lateral ghrelin actúa sobre neuronas productoras de orexina 
aumentando la expresión de c-fos (Lawrence y col., 2002; Toshinai y col., 2006), pero 
no sobre la población de neuronas productoras de MCH (Seoane y col., 2003; Toshinai 
y col., 2006). 
Sobre el papel de Des-G como regulador de la ingesta existen ciertas 
discrepancias. Los primeros estudios realizados en este sentido demostraron que Des-G 
administrado periféricamente reduce la ingesta (Asakawa y col., 2005, Chen y col., 
2005), especulándose varios puntos de actuación para este péptido. Uno de ellos es la 
modificación, a nivel del hipotálamo, de la expresión de péptidos anorexigénicos como 
son CART o urocortin, ambos factores endógenos de saciedad del sistema nervioso 
central (Asakawa y col., 2005). Estos datos fueron respaldados por los presentados por 
Chen y colaboradores (2005), donde Des-G provoca un aumento en la expresión de c-
fos en la región PVN, en neuronas que expresan urocortin o CART (Chen y col., 2005). 
Contrariamente a estos resultados se presenta un claro papel de Des-G como factor 
orexigénico, exclusivamente tras su administración i.c.v., descartando así un posible 
papel del nervio vago en su regulación (Toshinai y col., 2006). Des-G actúa a través de 
neuronas productoras de orexina A y B en la región del hipotálamo lateral (Toshinai y 
col., 2006). Un dato destacable de este estudio es que estos autores intentaron analizar el 
papel de Des-G en animales en ayuno y tras administración periférica, tal y como se 
había realizado en los estudios que mostraban un papel anorexigénico de Des-G. 
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Toshinai y colaboradores (2006) no observaron ese efecto anorexigénico, y hasta el 
momento no se ha conseguido entender la causa de esta discrepancia en cuanto a los 
datos obtenidos utilizando los mismos modelos de experimentación. 
b) Balance energético y metabolismo 
El tratamiento crónico i.c.v. de ghrelin reduce el gasto energético, y un cambio en 
cuanto al metabolismo energético: se estimula la glucolisis y se inhibe la ȕ-oxidación de 
ácidos grasos, lo que desencadena un aumento de la adiposidad corporal (Tschöp 2000; 
Kamegai y col., 2001b; Wern y col., 2001b). 
El nervio vago también participa en la regulación del balance energético (Date y 
col., 2002). La administración i.v. de ghrelin aumenta la ingesta (Tschöp 2000; 
Nakazato y col., 2001; Wren y col., 2001a) a través de la ruta periférica que implica la 
activación del nervio vago, tracto solitario y la activación de neuronas del núcleo ARC 
(Williams y col., 2003). El proceso de vagotomía suprime completamente este efecto de 
ghrelin sobre la ingesta (Williams y col., 2003) (Fig. 18). 
Figura 18. Ghrelin aumenta la ingesta a través tres vías diferentes. Ghrelin llega a la región del núcleo 
ARC en el hipotálamo, después de cruzar la BHE, y activa las neuronas productoras de NPY y AgRP, 
ambos péptidos orexigénicos. La segunda vía es a través del nervio vago. Las aferentes de las neuronas 
presentan receptores para ghrelin y se activa una ruta de estimulación del apetito con señales desde el 
tracto solitario que comunica con el hipotálamo. La tercera vía es a través de las neuronas productoras de 
ghrelin presentes en el hipotálamo. 
Ghrelin influye de forma decisiva sobre el comportamiento alimenticio y los 
diferentes estados nutricionales, que en gran medida también regulan los niveles 
plasmáticos de ghrelin (Kojima y Kangawa, 2005). 
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A pesar de las diferentes variantes del péptido, son ghrelin y Des-G las dos formas 
mayoritarias en tejido y en plasma (Hosoda y col., 2000a). La concentración plasmática 
normal en humanos de la forma acilada es de 10-20 fmol/ml y la del total de ambas 
formas es 100-150 fmol/ml (Kojima y Kangawa, 2005). La liberación de ghrelin al 
plasma sigue un patrón rítmico, sus niveles se incrementan durante el ayuno y 
disminuyen tras la ingesta. Por ello, se sugiere que ghrelin actúa como señal de 



















































Existen múltiples estudios en los cuales se analizan los factores que influyen en la 
variabilidad de los niveles plasmáticos de ghrelin. Entre estos factores se encuentran la 
naturaleza de los alimentos ingeridos, las alteraciones metabólicas o el estado 
nutricional del individuo (Lucidi y col., 2004; Kojima y Kangawa, 2005). 
Por ejemplo, la distensión gástrica provocada por una ingesta de agua no altera los 
niveles plasmáticos de ghrelin, por el contrario la toma de alimentos ricos en grasas o 
bajos en proteínas incrementan y disminuyen, respectivamente, los niveles plasmáticos 
de ghrelin (Broglio y col., 2002). 
c) Ghrelin y desórdenes metabólicos 
Los niveles plasmáticos de ghrelin se ven alterados en patologías como la 
obesidad, la diabetes tipo 2, la anorexia o la bulimia. En pacientes obesos y diabéticos 
tipo 2 los niveles de ghrelin están disminuidos con respecto a individuos sanos (Tschöp 
y col., 2001b; Shiiya y col 2002); por el contrario, estados energéticamente negativos 
como la anorexia, bulimia o caquexia, presentan niveles altos de ghrelin, y sus valores 
vuelven a la normalidad cuando estos individuos presentan un estado más favorable, 
recuperan peso o simplemente tras una ingesta (Otto y col., 2001; Otto y col., 2005; 
Tanaka y col., 2002; Nagaya y col., 2001c, Shimizu y col., 2003a) (Tabla 2). 
Figura 19. Representación de los niveles 
plasmáticos de ghrelin tras 24 horas de 
estudio. Como se puede observar en la 
figura los niveles aumentan previamente 
a la ingesta y se reducen tras ésta 
(Cummings y col., 2001). 
Introducción
30
Tabla 2. Relación de los estados metabólicos en los que los niveles plasmáticos de ghrelin están alterados 
con respecto a individuos sanos. 
La patología denominada Síndrome Prader-Willi (SPW), generada por la pérdida 
de uno o más genes parentales de la región q11-q13 del cromosoma 15, se caracteriza 
por diversos síntomas entre los que destacan la obesidad severa, la hiperfagia, el déficit 
de GH y un ligero retraso mental. Estos individuos presentan un apetito insaciable, lo 
que provoca obesidad severa que puede desencadenar en un incremento tanto en la 
morbilidad como la mortalidad cardiovascular (Nicholls y Knepper, 2001). 
Contrariamente a los individuos que presentan obesidad simple u obesidad causada por 
otras alteraciones genéticas, los individuos con SPW presentan altos niveles de ghrelin 
(Cummings y col., 2002; DelParigi y col., 2002). Éstos recuperan los valores 
plasmáticos normales tras la ingesta aunque solamente en el caso de individuos jóvenes 
con SPW (Haqq y col., 2003; Bizzarri y col., 2004). Poco se conoce sobre el mecanismo 
por el cual los niveles de ghrelin están alterados en SPW. El aumento de la ingesta se ha 
especulado como el motivo del incremento en los niveles plasmáticos de ghrelin 
(Cummings y col., 2002; DelPagi y col., 2002). Recientemente, estas especulaciones se 
han dirigido al metabolismo de la insulina, los individuos con SPW presenta niveles 
bajos de insulina que provocan en parte el aumento de los niveles de ghrelin (Goldstone 
y col., 2005). Otra posible explicación podría ser los niveles bajos de GH en estos 
individuos, aunque no se ha encontrado relación entre el déficit del eje GH/IGF-I y la 
hiperghrelinemia (Choe y col., 2005). 
Regulación del metabolismo de la glucosa
Tras numerosos estudios in vivo e in vitro, se ha demostrado un papel regulador de 
ghrelin sobre el metabolismo de la glucosa (Broglio y col., 2004; Gauna y col., 2004; 
Gauna y col., 2005; Murata y col., 2002; Patel y col., 2005). Igualmente, como se 
explicará a continuación, existe además una regulación por parte de la glucosa e insulina 
Ã Niveles plasmáticos de ghrelin  ÄNiveles plasmáticos de ghrelin 
Caquexia (cáncer, fallo cardíaco) Diabetes 
Anemia, Bulimia Obesidad 
Síndrome Prader-Willi  
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sobre la producción de ghrelin. 
a) Efecto de la glucosa e insulina sobre ghrelin 
Se sabe que la secreción de ghrelin está regulada de forma directa por las 
concentraciones plasmáticas de glucosa y/o insulina (Date y col., 2002; Mohlig y col., 
2002). Sin embargo existe un gran debate a este respecto. Por un lado, se postula que la 
insulina y/o glucosa no son los únicos factores que regulan los niveles plasmáticos de 
ghrelin, ya que existen otros factores implicados en la regulación de los niveles post-
prandiales del mismo. Esta afirmación se extrae del análisis realizado en pacientes 
diabéticos tipo 1, en los que se cuantificaron seriadamente los niveles plasmáticos de 
ghrelin tras una primera ingesta de una comida de bajo índice glucémico, posterior 
ingesta de alimentos de alto índice glucémico y, finalmente, tras la administración s.c.
de insulina. Se observó que la disminución de los niveles de ghrelin se producía tras la 
primera y segunda ingesta y no se alteraban estos niveles, ya reducidos, tras la inyección 
de insulina. Por lo tanto, no sólo la insulina influye en los niveles plasmáticos de ghrelin 
post-prandiales, sino que existen otros factores implicados aún por determinar (Spranger 
y col., 2003). Otros autores ven que las variaciones de los niveles plasmáticos de ghrelin 
no están relacionadas directamente con la glucosa o insulina, aunque concentraciones 
suprafisiológicas de insulina sí los reduzcan (Schaller y col., 2003). En otra vertiente se 
presenta un claro papel de la insulina y/o glucosa en la regulación de los niveles 
plasmáticos de ghrelin. En individuos normales o con diabetes tipo 2 la administración 
i.v. de glucosa reduce los niveles de ghrelin tras los primeros cinco minutos (Briatore y 
col., 2003). Como la respuesta de la insulina no ocurre hasta los 10 minutos, se deduce 
que la insulina no es uno de los principales factores que afecta a los niveles de ghrelin 
(Briatore y col., 2003). Por el contrario, en el estudio realizado por Flanagan y 
colaboradores (2003) se da mayor importancia a la insulina, ya que, independientemente 
de la concentración de glucosa, ésta reduce los niveles de ghrelin, aunque no descartan 
que la glucosa tenga un papel adicional. El aumento de insulina en individuos obesos 
reduce los niveles plasmáticos de ghrelin aún manteniendo la concentración de glucosa. 
Este efecto parece estar relacionado, aunque débilmente, con una inducción a la 
captación de glucosa y una mejora en la sensibilidad a insulina (Leonetti y col., 2004). 
El grupo de Murdolo y colaboradores (2003) también apuesta claramente por el papel 
regulador de la insulina sobre los niveles de ghrelin. La administración de insulina, a 
una concentración basal, es suficiente para reducir los niveles plasmáticos de ghrelin, 
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tanto en individuos normales como en diabéticos tipo 1. Así, la hiperfagia que sufren los 
diabéticos tipo 1 podría deberse al déficit de insulina, que a su vez provocaría el 
aumento de los niveles plasmáticos de ghrelin (Murdolo y col., 2003). 
b) Efecto de ghrelin sobre el metabolismo de la glucosa e insulina 
La administración de ghrelin reduce la secreción de insulina en humanos, a pesar 
del incremento de los niveles de glucosa en sangre (Broglio y col., 2001). Este efecto se 
ve también en páncreas de rata perfundidos (Egido y col., 2002). Reimer y 
colaboradores (2003) demostraron que ghrelin actúa negativamente sobre los niveles de 
insulina de forma dosis dependiente. El punto a destacar de este estudio es que ghrelin 
actúa sobre los niveles de insulina estimulados por glucosa, sin afectar su nivel basal 
(Reimer y col., 2003). Un efecto similar ocurre en islotes aislados de rata, donde ghrelin 
inhibe la secreción de insulina solamente en presencia de una alta concentración de 
glucosa (Colombo y col., 2003). Por el contrario, otros autores han visto que la 
administración de ghrelin in vivo o en islotes aislados de rata estimula la secreción de 
insulina (Date y col., 2002a; Lee y col., 2002). Ghrelin, in vivo, actúa de forma 
fisiológica sobre las células beta del páncreas, estimulando la secreción de insulina, 
dado que el rango mínimo de activación es 10-12 mol/l (Date y col., 2002a) y los niveles 
plasmáticos de ghrelin en rata oscilan entre 4x10-12 mol/l (Hosoda y col., 2000). El uso 
de diferentes dosis, modelos experimentales y/o modos de administración podría 
explicar las divergencias existentes en los resultados obtenidos en cuanto a la actividad 
de ghrelin sobre el páncreas endocrino (Reimer y col., 2003). 
En humanos, ghrelin presenta un efecto agudo sobre la reducción de los niveles de 
insulina y aumento de glucosa en sangre (Broglio y col., 2001). Este efecto se produce 
cuando ghrelin se inyecta de forma i.v. en individuos normales o con déficit de GH.  
Des-G no provoca cambios sobre los niveles de glucosa ni sobre los de insulina, 
pero, sorprendentemente, el efecto provocado por ghrelin se bloquea completamente 
tras la administración conjunta, equimolar y en vías de inyección separadas de ambos 
péptidos, lo que demuestra un efecto antagónico de Des-G sobre la actividad de ghrelin 
en el metabolismo de la glucosa e insulina (Broglio y col., 2004; Gauna y col., 2004). 
Estos resultados se vieron reforzados por los presentados por Gauna y 
colaboradores (2005) en los que ghrelin estimulaba de forma rápida y dosis dependiente 
la secreción de glucosa en cultivos primarios de hepatocitos. Esto apoya la hipótesis de 
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un efecto directo de ghrelin sobre la homeostasis de la glucosa en hígado (Gauna y col., 
2005). Se observó además que Des-G inhibe la secreción de glucosa en hepatocitos, 
siendo capaz de antagonizar el efecto provocado por ghrelin, y también es capaz de 
suprimir la secreción de glucosa provocada por el glucagón (Gauna y col., 2005). Un 
dato muy importante en este estudio, realizado con cultivos primarios de hepatocitos, es 
que estas células no expresan GHS-R1a, por lo que una vez más y en otro tipo celular, 
cobra mayor fuerza la hipótesis que sugiere la existencia de otro u otros receptores que 
medien tanto las acciones de ghrelin como las de Des-G (Gauna y col., 2005). 
Asimismo, la administración de hexarelina, como análogo de ghrelin y que ejerce su 
efecto a través de GHS-R1a, no provocó ningún efecto sobre la secreción de glucosa en 
hepatocitos (Gauna y col., 2005), en concordancia con los datos obtenidos en humanos 
(Broglio y col., 2001). 
En células de carcinoma hepático humano o de rata, ghrelin induce proliferación 
celular (Murata y col., 2002). El estudio de la vía de señalización intracelular que 
desencadena este efecto demostró una conexión de ghrelin con la vía de la insulina. Tras 
la unión de ghrelin a su receptor se induce una activación de mediadores de la ruta de la 
insulina como son IRS-1, GRB2 y MAPK (Murata y col., 2002). Además, la co-
estimulación con ghrelin e insulina presenta un efecto aditivo sobre la activación de esta 
ruta metabólica (IRS-1/GRB2/MAPK), que aumenta la proliferación celular (Murata y 
col., 2002) (Fig. 20). 
Figura 20. Representación de la implicación de ghrelin en la ruta de señalización de la insulina en 
hepatocitos propuesta por el estudio de Murata y colaboradores (2002). Tanto la insulina como ghrelin 
activan IRS-1, GRB-2 y PI3K, componentes de la vía de señalización de la insulina. La divergencia está 









En este mismo tipo celular también se demostró una asociación entre IRS-1 y 
PI3K provocada por la administración de ghrelin o insulina, pero sobre esta asociación 
el co-tratamiento no induce efecto sumatorio de ambos estímulos (Murata y col., 2002). 
Se encontró una importante divergencia en cuanto a la activación de Akt: la insulina 
activa esta proteína y, por el contrario, ghrelin la inhibe, aún a pesar de la presencia de 
insulina (Murata y col., 2002). La explicación de este efecto podría ser que ghrelin al 
incrementar la expresión del enzima fosfoenolpiruvatocarboxilasa (PEPCK), encargada 
de regular la gluconeogénesis, provocaría un efecto diabetogénico en estas células 
contrario al que pretende la insulina (Murata y col., 2002). 
En adipocitos y preadipocitos 3T3-L1 ghrelin activa la ruta IRS-1/PI3K además de 
activar Akt, lo que conjuntamente favorece el transporte de glucosa al interior de estas 
células (Kim y col., 2004). Además, la co-estimulación con ghrelin e insulina activa en 
mayor grado la captación de glucosa por parte de los adipocitos (Kim y col., 2004). La 
activación de la ruta de PI3K/Akt parece ser la responsable de los efectos de ghrelin ya 
que el uso de wortmanina (inhibidor del encima PI3K) bloquea completamente este 
efecto (Kim y col., 2004). 
En otro modelo de adipocitos, de origen epididimal, ghrelin estimula, de forma 
dosis dependiente y a través del receptor GHS-R1a, la captación de glucosa, tanto basal 
como inducida por insulina (Patel y col., 2005). En este modelo celular, Des-G no 
presenta ningún efecto sobre la captación de glucosa basal o inducida por insulina (Patel 
y col., 2005).
Regulación de la proliferación celular
Ghrelin y Des-G presentan efectos diversos sobre la proliferación celular. En 
estudios in vitro de líneas humanas de carcinoma de mama y carcinoma de tiroides que 
expresan el receptor de secretagogos de GH, ghrelin inhibe la proliferación celular 
(Cassoni y col., 2001; Volante y col., 2003). Un efecto similar se ha demostrado in vitro
sobre una línea celular de carcinoma pulmonar, donde no sólo ghrelin reduce la 
proliferación en estas células, a pesar de que no expresan GHS-R1a, sino que los GHS 
peptídicos, no peptídicos, y también Des-G, inhiben la proliferación celular (Ghè y col., 
2002). En un estudio con líneas humanas de cáncer de próstata, se han encontrado 
diferencias en cuanto a los efectos de ghrelin y Des-G sobre las diferentes líneas: ambos 
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péptidos reducen la proliferación en la línea DU-145 (Cassoni y col., 2004), no ejercen 
efecto sobre las células LNCaP (Cassoni y col., 2004) y presentan ambos efectos sobre 
la línea PC-3 dependiendo de la dosis administrada (Jeffery y col., 2002; Cassoni y col., 
2004). Ghrelin no sólo es capaz de inhibir la proliferación basal, sino también la 
inducida sobre células endoteliales por el factor de crecimiento de fibroblastos tipo 2 
(FGF2) (Bagueira y col., 2004; Conconi y col., 2004). 
Sobre otros muchos tipos celulares ghrelin presenta el efecto opuesto estimulando 
la proliferación celular, como es el caso de la línea cardiomiocitaria de origen 
embrionario H9c2 (Petterson y col., 2002), células hepáticas (Murata y col., 2001), 
células de Leyding (Barreiro y col., 2004), adipocitos (Zhang y col., 2004b; Kim y col., 
2004), células de hipófisis de rata GH3 (Nanzer y col., 2004) u osteoblastos, MC3T3-E1 
(Kim y col., 2005). Del mismo modo, en estudios in vivo e in vitro, ghrelin promueve en 
ratas la proliferación de neuronas tanto en la región dorsal de nervio vago como en la 
del tracto solitario (Zhang y col., 2004a; Zhang y col., 2005b). 
Se ha determinado en alguno de estos modelos celulares la ruta metabólica que 
regula la estimulación de la proliferación celular por parte de ghrelin, y ésta implica a 
los mediadores PI3K, Akt y MAPK quinasa (Murata y col., 2001; Pettersonn y col., 
2002).
Regulación de la función cardiovascular
El eje GH/IGF-I tiene un papel importante en el desarrollo, mantenimiento de la 
estructura y funcionamiento cardíaco (Colao y col., 2001). Pacientes con déficit en GH 
presentan alteraciones en la función cardiovascular, que se reestablece tras terapia de 
sustitución (Tivesten y col., 2000). Sin embargo, en pacientes sin déficit de GH, la 
administración exógena de GH no siempre resulta efectiva para el tratamiento de las 
patologías cardíacas (King y col., 2001; Marleau y col., 2006), por lo que tratamiento 
con GHS sintéticos se ha establecido como alternativa para la secreción de GH de forma 
más fisiológica (Marleau y col., 2006). El descubrimiento de ghrelin como potente 
secretagogo de GH (Kojima y col., 1999) y la demostración de la existencia de uniones 
específicas para los GHS en tejido cardíaco (Ghigo y col., 1999) dio pie al análisis de 
las posibles funciones cardiovasculares de ghrelin y los GHS (Cao y col., 2006). 
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En un primer momento se pensó que la actividad de ghrelin y los GHS sobre el 
sistema cardiovascular era de forma indirecta, debido a su efecto sobre la liberación de 
GH y la posterior mediación de IGF-I (Nagaya y col., 2001a), ambos esenciales para el 
crecimiento miocárdico y la homeostasis metabólica (Colao y col., 2001). 
Posteriormente, la posibilidad de que ghrelin ejerciese efectos directos sobre el sistema 
cardiovascular vino abalada por la presencia de receptores específicos en corazón, vasos 
sanguíneos (Nagaya y col., 2001a) y miocardio; uno de los tejidos con una expresión de 
receptores para ghrelin más elevada (Gnanapavan y col., 2002). Esta posible actividad 
directa de ghrelin y los secretagogos de GH sobre el tejido cardíaco, viene avalada por 
los resultados de Locatelli y colaboradores (1999), que mostraban que la hexarelina es 
capaz de unirse a los GHS-R presentes en corazón y promover un efecto cardioprotector 
frente al daño provocado por el proceso de isquemia/reperfusión. Este efecto de la 
hexarelina es similar al que produce la GH, aunque a través de vías independientes, 
como se demostró en ratas hipofisectomizadas, donde la administración de hexarelina 
provoca igualmente un efecto cardioprotector independiente de la presencia de GH 
(Locatelli y col., 1999). Por el contrario, un estudio posterior mostró que la hexarelina 
presenta un efecto vasoconstrictor que no está mediado por el GHS-R sino por el 
receptor multifuncional CD36, que no es capaz de unir ghrelin (Bodart y col., 2002; 
Demers y col., 2004). Este receptor, de la familia de receptores de membrana tipo-B o 
“scavenger receptors”, se expresa específicamente en el tejido adiposo, plaquetas, 
monocitos/macrófagos, células dendríticas y células del endotelio microvascular. El 
efecto de la hexarelina se analizó en corazones perfundidos de ratas Sprague-Dawley y 
de ratones cepa C57BL/6, ambos modelos control, y en sus correspondientes modelos 
genéticamente deficientes para CD36: ratas espontáneamente hipertensas (SHR) y 
ratones knockout. Su efecto vasoconstrictor era dosis dependiente, mediado en parte por 
canales de calcio tipo L y proteína quinasa C, y sólo ocurría en los animales no 
deficientes en CD36. Con estos datos se mostraba, por primera vez, la posible 
implicación del receptor CD36 en el efecto vasoconstrictor presente en los estados de 
hipercolesterolemia y aterosclerosis (Bodart y col., 2002). 
a) Parámetros hemodinámicos 
Los primeros estudios sobre el efecto de ghrelin sobre el sistema cardiovascular se 
realizaron tanto en humanos como en rata. Tras su administración i.v. (en una sola 
dosis) ghrelin provocaba cambios en algunos factores hemodinámicos. Causaba una 
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reducción de la presión arterial e incrementaba el rendimiento cardíaco sin alterar ni la 
frecuencia cardíaca ni la fracción de eyección (Nagaya y col., 2001a; Nagaya y col., 
2001d). Tampoco se observaron modificaciones en los valores medios de la presión 
arterial o la presión capilar pulmonar (Nagaya y col., 2001a). 
La reducción de la media de la presión arterial provocada por ghrelin podría 
deberse a la intervención indirecta de IGF-I, hormona que induce la síntesis de óxido 
nítrico y vasodilatación. Pero en humanos sanos, y ratas con déficit en GH, la 
administración de ghrelin provoca hipotensión sin variar los niveles plasmáticos de 
IGF-I. Estos resultados sugieren que este efecto no está mediado por el eje GH/IGF-I 
(Nagaya y col., 2001a, Nagaya y col., 2001b). 
Por otro lado, la administración de ghrelin causa un balance energético positivo a 
través de la estimulación de la ingesta, que podría contribuir a la mejora de la caquexia, 
estado catabólico que se caracteriza por la pérdida de peso y masa muscular asociada 
con cambios hormonales y activación de citoquinas, y que constituye un importante 
determinante pronóstico independiente en individuos con fallo cardíaco crónico (CHF) 
(Nagaya y Kangawa, 2003a). La administración crónica de ghrelin, durante tres 
semanas, se acompaña de una mejoría en la disfunción ventricular izquierda 
acompañada de cambios estructurales cardíacos. Estimula el aumento del grosor de la 
pared posterior y reduce la dilatación ventricular, que determina un menor estrés de la 
pared en ratas con CHF (Nagaya y col., 2001d), además induce hipertrófica cardíaca sin 
desarrollar fibrosis (al igual que el eje GH/IGF-I) (Nagaya y col., 2001c; Nagaya y col., 
2001d).
El estudio realizado por Wiley y Davenport (2002) describe un potente efecto 
vasodilatador de ghrelin en arterias humanas aisladas que contrarresta el efecto 
provocado por la endotelina-1, un potente agente vasoconstrictor endotelio-dependiente 
(Wiley y Davenport. 2002). Pero ¿a través de qué mecanismo ghrelin ejerce este efecto 
vasodilatador? En pacientes con déficit de GH la administración exógena de esta 
hormona provoca una mejoría en la disfunción endotelial, posiblemente debido a que su 
mediador IGF-I provoca vasodilatación por estimulación directa de la síntesis de óxido 
nítrico (NO), compuesto con propiedades anti-aterogénicas (Boger y col., 1996). 
Ghrelin podría por tanto estar actuando a través de este eje. Sin embargo, el incremento 
de expresión del receptor de ghrelin en zonas que presentan aterosclerosis apoya la 
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teoría de un efecto directo de ghrelin sobre el endotelio vascular (Katugampola y col., 
2001).
Shimizu y colaboradores (2003) estudiaron el efecto de la administración de 
ghrelin sobre la disfunción endotelial en ratas Sprague-Dawley y dwarf (deficientes en 
GH). Encontraron, en ambos modelos, que el tratamiento con ghrelin mejoraba la 
disfunción endotelial además de incrementar la expresión del enzima óxido nítrico 
sintasa endotelial, responsable de la producción de óxido nítrico. Por lo tanto quedaba 
demostrado el efecto directo y beneficioso de ghrelin sobre la disfunción endotelial de 
forma independiente al eje GH/IGF-I (Shimizu y col., 2003b). 
b) Cardioprotección
En ratas, ghrelin presenta in vivo un mecanismo cardioprotector frente al daño 
miocárdico provocado por la administración de isoproterenol (Chang y col., 2004b). 
Los mecanismos responsables no están claros, aunque sabemos que ghrelin provoca una 
recuperación de los parámetros hemodinámicos y metabólicos alterados tras el 
tratamiento con isoproterenol (Chang y col., 2004b).
En corazones aislados sometidos a isquemia/reperfusión, la administración de 
ghrelin mejora las condiciones hemodinámicas y metabólicas alteradas (Frascarelli y 
col., 2003; Chang y col., 2004a). La hexarelina reduce también significativamente el 
porcentaje de masa necrótica, mediante un mecanismo mediado por el enzima proteína 
kinasa C (Frascarelli y col., 2003). Ni el secretagogo MK-0677 ni Des-G presentaron 
efectos sobre este modelo de estudio. La administración de ghrelin o hexarelina no 
provocó cambios significativos sobre las características hemodinámicas a pesar de ser 
utilizados a dosis altas (Frascarelli y col., 2003). Se sugiere con este estudio in vitro que 
el efecto de ghrelin in vivo de mejora de la fracción de eyección que veían otros autores 
podría deberse a la reducción de la post-carga secundaria a la vasodilatación (Frascarelli 
y col., 2003) y no a un efecto directo.
c) Experimento con cardiomiocitos aislados 
Pettersson y colaboradores (2002) llevaron a cabo los primeros estudios sobre los 
efectos de ghrelin en cultivos de cardiomiocitos. Se realizaron sobre la línea celular 
cardiomiocitaria H9c2, una línea embrionaria derivada de ventrículo de rata que 
presenta propiedades tanto de células de músculo esquelético como de células cardíacas 
(Pettersson y col., 2002). La administración de hexarelina y ghrelin estimulaba la 
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incorporación dosis dependiente de timidina, demostrando así un efecto de ambos 
péptidos sobre la proliferación celular en las células H9c2, aunque el efecto era más 
marcado en el caso de la administración de hexarelina (Pettersson y col., 2002). 
También analizaron el efecto de otros análogos y antagonistas del receptor de 
secretagogos de GH sobre la proliferación de los cardiomiocitos H9c2. Contrariamente 
a lo que cabría esperar, el compuesto EP51389 (un derivado truncado de la hexarelina), 
al igual que MK-0677, inhibía la proliferación cardiomiocitaria. Incluso determinaron 
que el compuesto MK-0677 administrado conjuntamente con la hexarelina inhibe 
completamente el efecto de ésta sobre la proliferación (Pettersson y col., 2002). 
Por otra parte, observaron que el compuesto EP80317, capaz de desplazar la unión 
de 125I-ghrelin en hipófisis, pero no de promover la secreción de GH, aumentaba la 
proliferación celular en la línea H9c2 (Pettersson y col., 2002). Lo más sorprendente de 
este estudio, donde se presenta un efecto directo tanto de los GHS de origen peptídico 
como de ghrelin, es que la línea cardiomiocitaria embrionaria H9c2 no expresa el 
receptor clásico de secretagogos de GH, lo que hace suponer la existencia de un nuevo 
receptor para este péptido en cardiomiocitos, que estaría implicado en el efecto 
proliferativo inducido por ghrelin (Pettersson y col., 2002). 
Baldanzi y colaboradores (2002) han demostrado también que ghrelin presenta 
efectos directos sobre la línea cardiomiocitaria H9c2, a pesar de no presentar el receptor 
GHS-R1a. Ghrelin previene la apoptosis inducida por doxuribicina (un agente pro-
apoptótico para cardiomiocitos tanto in vivo como in vitro), o tras serodeprivación in
vitro. Este efecto también está presente tras el tratamiento de células endoteliales PAE 
(Baldanzi y col., 2002). 
En cultivos primarios de cardiomiocitos adultos de cobaya ghrelin inhibe de 
forma dosis dependiente la apoptosis inducida tras la activación de Fas, característica en 
la cardiopatía isquémica en fase dilatada o en la disfunción cardíaca inducida por 
doxorubicina (Baldanzi y col., 2002). 
 Ghrelin en su actividad como factor de supervivencia sobre las H9c2 y células 
endoteliales PAE tras el tratamiento con doxorubicina activa dos rutas metabólicas. Una 
de las rutas implica la activación de la quinasa regulada por señales extracelulares 




En resumen, no sólo se sabe que ghrelin actúa sobre la función cardiovascular a 
través de la regulación de parámetros hemodinámicos de manera independiente de GH, 
sino que también presenta efectos directos sobre cardiomiocitos, activando mecanismos 
de cardioprotección frente a la apoptosis inducida por ejemplo por procesos de 
isquemia-reperfusión o por tratamientos citotóxicos. Por otro lado, ghrelin también 
actúa como regulador del balance energético y la homeostasis metabólica a nivel 
sistémico. El estudio de papel de ghrelin sobre el metabolismo cardiomiociotario y la 
patogénica del síndrome metabólico podría resultar clave a la hora de esclarecer la 
relación existente entre este péptido y la patogenia de alteraciones metabólicas (como la 
obesidad o diabetes) relacionadas con el síndrome metabólico, dado que hoy día este 
aspecto no está demasiado claro. 
d) Actividad cardiovascular de Des-acil ghrelin 
Una de las primeras demostraciones sobre la bioactividad de Des-G fue la descrita 
por Baldanzi y colaboradores (2002), que demostraron que Des-G comparte efectos con 
ghrelin, dado que muestra también un efecto cardioprotector en las células H9c2 y las 
células PAE activando las mismas rutas metabólicas que ghrelin (Baldanzi y col., 2002). 
Se ha demostrado también que la administración de Des-G, al igual que la de ghrelin, en 
el núcleo tracto solitario causa una reducción de la media de la presión arterial y de la 
frecuencia cardíaca, lo que sugiere que este efecto provocado por ambos péptidos en 
igual forma no está mediado por GHS-R (Tsubota y col., 2005). 
En músculo papilar, Des-G ejerce efectos ionotrópicos negativos en mayor grado 
que ghrelin. Este efecto negativo parece estar mediado por metabolitos del enzima 
ciclooxigenasa producidos en las células endoteliales, como las prostaglandinas, ya que 
tras la administración de Des-G aumenta la concentración de 6-keto-PGF1Į y el 
pretratamiento con indometacin, como inhibidor de la ciclooxigenasa, bloquea 
completamente la acción de este péptido (Bedendi y col., 2003). 
Modelos knockout y transgénicos 
Existen varios modelos de ratones knockout y animales transgénicos en los que se 
ha intentado determinar el papel que juegan tanto ghrelin y Des-G como el receptor 
GHS-R en el organismo (Smith, 2005). 
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El ratón knockout de ghrelin realizado por Sun y colaboradores (2003), dio una 
llamada de atención al estudio del papel fisiopatológico de ghrelin en el organismo. A 
ghrelin se le atribuyen múltiples funciones pero, contrariamente a lo esperado, la 
construcción de su modelo knockout parece quitar importancia a la presencia de ghrelin 
en el organismo. Estos ratones son aparentemente normales, sanos, y se reproducen con 
normalidad. Todos aquellos procesos en los que se presuponía un papel clave o crítico 
de ghrelin, como por ejemplo: el crecimiento, el comportamiento, la reproducción, entre 
otros, no están afectados por la delección completa de ghrelin. Estos resultados podrían 
explicarse a través de la activación de otras rutas supletorias o redundantes con el 
objetivo de cubrir la carencia de ghrelin (Sun y col., 2003). 
Wortley y colaboradores (2004) determinaron que la supresión de ghrelin no altera 
la ingesta, aunque sí provoca un cambio en la preferencia sobre la utilización de grasa 
frente a los carbohidratos como sustrato metabólico para el mantenimiento del balance 
energético, tras la ingesta de una dieta rica en grasas. 
Con el descubrimiento de la obestatina se ha propuesto una nueva hipótesis sobre 
los ratones knockout de ghrelin. La obestatina tras su administración reduce la ingesta, 
efecto contrapuesto al que ejerce ghrelin, por lo tanto, como ambos péptidos están 
codificados en el mismo gen, cuando se produce el knockout de ghrelin también se 
elimina la expresión de la obestatina. Esto podría explicar la ausencia de cambios en el 
ratón knockout de ghrelin, ya que su antagonista está también deleccionado (Zhang y 
col., 2005a; Nogueiras y Tschöp, 2005). 
El estudio para analizar la implicación del GHS-R en la regulación de la secreción 
de GH, ingesta y adiposidad, se realizó en un primer momento con ratas transgénicas. 
Se bloqueó selectivamente la expresión del GHS-R en el núcleo ARC a través de 
expresión de la secuencia antisentido del GHS-R. Los individuos transgénicos 
presentaron una reducción tanto en el peso corporal como en el porcentaje del tejido 
adiposo, todo ello debido a una menor ingesta (Fig. 21). No presentan respuesta 
hipotalámica a la administración de los GHS y los niveles plasmáticos de GH e IGF-I 
están reducidos en hembras (Shuto y col., 2002). 
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El ratón knockout para el gen del GHS-R presenta una anulación completa de la 
respuesta de ghrelin sobre la secreción de GH y la inducción del apetito. Todo ello a 
pesar de que estos individuos tienen un apetito y una composición corporal igual que los 
animales de fenotipo salvaje, presentando por tanto un crecimiento y desarrollo corporal 
normal (Sun y col., 2004).  
Estos ratones sí presentaron una ligera disminución en cuanto al peso corporal, 
que se ha relacionado esto con una disminución, también ligera, de los niveles de IGF-I 
alterando en parte procesos anabólicos (Sun y col., 2004), equivalente a lo analizado en 
las ratas transgénicas. 
Se ha estudiado también el efecto provocado por la sobreexpresión de Des-G en 
ratones transgénicos, donde los niveles de Des-G en plasma aumentan entre 10 y 40 
veces más que los ratones normales (Ariyasu y col., 2005). La sobreexpresión de Des-G 
cambia el fenotipo de estos ratones, reduciendo su peso y tamaño corporal (Ariyasu y 
col., 2005). Los niveles plasmáticos de IGF-I son más bajos que en ratones normales, y 
los niveles de GH presentan una tendencia a ser menores, pero su reducción no es 
estadísticamente significativa. La posible explicación de los bajos niveles de IGF-I 
puede ser la disminución en la respuesta de secreción de GH por parte de ghrelin en los 
ratones transgénicos con respecto a los controles, aunque la respuesta provocada tras la 
administración de GHRH no está alterada (Ariyasu y col., 2005). 
Fig. 21. Fotografía de una rata control y 
una rata transgénica para el gen del 
GHS-R, ambos individuos de 6 semanas 
de edad. La rata transgénica presenta un 
menor peso y tamaño corporal. 
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  Se puede decir que los péptidos derivados del gen de ghrelin son muy jóvenes en 
el área de la investigación biomédica. La mayor parte de los estudios que se conocen 
sobre ghrelin y sus derivados se centran sobre el importante papel a nivel del eje 
hipotálamo-hipofisario regulando la secreción de GH, la ingesta y la homeostasis 
metabólica. A nivel cardiovascular, los primeros estudios realizados se dirigieron 
principalmente al análisis de la modulación in vivo de los factores hemodinámicos por 
parte de ghrelin, sin analizar el efecto directo de ghrelin sobre las células cardíacas. Por 
ello, nuestro trabajo se centró en analizar in vitro posibles efectos de la administración 
de los péptidos ghrelin, Des-G y obestatina, todos ellos sintetizados a partir del gen de 
ghrelin, sobre la viabilidad y el metabolismo cardiomiocitario. 
Los objetivos concretos que nos hemos propuesto en este trabajo han sido: 
1. Determinar si existe expresión génica, síntesis proteica y secreción de ghrelin 
en cardiomiocitos. 
2. Determinar si existe expresión génica del receptor de secretagogos de GH 
(GHS-R) en cardiomiocitos. 
3. Analizar el posible efecto de ghrelin y Des-G sobre la proliferación y 
viabilidad cardiomiocitaria. 
4. Analizar el posible papel regulador de ghrelin y Des-G sobre el metabolismo 
cardiomiocitario, en concreto el metabolismo de lípidos y de glucosa. 
5. Analizar la expresión del receptor de obestatina GPR39 en cardiomiocitos. 
6. Analizar el posible efecto de la obestatina sobre la viabilidad y el 
metabolismo cardiomiocitario. 
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  Todos los productos utilizados en la realización de esta tesis doctoral se 
obtuvieron de las siguientes casas comerciales: Sigma Chemicals Co. (St. Louis, Mo, 
USA), Life Technologies (Poole, UK), SAFC Biosciences (Andover, UK) Santa Cruz 
Bioctechnology (Santa Cruz, CA, USA), Upstate Biotechology (Lake Placid, NY, 
USA), Merck (Darmstadt, Germany), Cell Signaling Technology, Inc., Beverly, MA, 
USA, Amersham Pharmacia Biotechnology Inc.(Bioscience, Freiburg, Germany), 
Phoenix Pharmaceuticals (Belmont, CA, USA), Applied Biosystems (Foster City, CA, 
USA), (Saizen, Serono, Madrid, España), Becton & Dickinson (San José, CA, USA) y 
BioRad Laboratorios (Hercules, CA, USA). Durante el desarrollo de este apartado de 
material y métodos se especificará cada producto con su correspondiente casa comercial 
utilizando su nombre corto como referencia.  
Cultivos celulares 
1. Células HL-1
La línea celular de cardiomiocitos de ratón HL-1 fue donada por el Doctor W.C. 
Claycomb (Lousiana S.U., Medical Center, N. Orleans LA). Esta línea celular deriva de 
una línea de cardiomiocitos atriales de ratón adulto (cepa C57BL/6J), denominada AT-
1. Presentan la característica de ser capaces de dividirse manteniendo el fenotipo 
cardíaco específico (expresión de la cadena pesada de miosina, D-actina cardíaca y 
connexina 43) y mantenimiento de la actividad contráctil. Todo esto hace que la línea 
celular HL-1 sea un sistema experimental óptimo para el estudio de la función cardíaca 
a nivel celular y molecular. 
El cultivo de estas células se realiza en platos de cultivo previamente tratados con 
una matriz de fibronectina (Sigma) disuelta en una solución de gelatina al 0.02%. La 
matriz extracelular permite a las células adherirse correctamente a la superficie de la 
placa de cultivo. El medio que se utiliza para su mantenimiento es el medio comercial 
Claycomb (SAFC) que contiene todos los elementos necesarios para el crecimiento 
correcto de la línea celular HL-1:  
x 10% de suero bovino fetal (FBS) (Life Technologies). 
x Factor de crecimiento endotelial (ECGS) (50 μg/ml) (Upstate), favorece el 
crecimiento y las conexiones necesarias para la división celular.  
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x Ácido retinoico (1 μM), insulina (15 μg/ml), aminoácidos no esenciales 
(0.1 mM) (productos de Sigma). 
Además de estos factores ya incorporados en el medio de cultivo, éste debe 
suplementarse con: 
x Noradrenalina (0.1 mM) que contribuye al mantenimiento del fenotipo 
diferenciado y estimula las contracciones de los cardiomiocitos (Sigma).  
x L-glutamina (Sigma) y antibióticos: penicilina (100 U/ml) y estreptomicina 
(100 μg/ml) (P/S) (Sigma). 
La combinación de estos elementos constituyen el medio de cultivo completo, que 
debe ser renovado diariamente para un crecimiento correcto de las células, además de 
mantenerlas bajo las siguientes condiciones de cultivo: 37º C de temperatura, 5% de 
CO2, 95% de aire y 95% de humedad relativa.  
Cuando las células presentan una confluencia adecuada (70-80%) para el 
desarrollo de los ensayos y los tratamientos, se reemplaza el medio completo por el 
medio de cultivo de deprivación o medio base. Este medio de cultivo está formado por 
dos partes: ExCell 320 parte A y parte B (Medio A+B) (SAFC), y carece de los factores 
o suplementos anteriormente detallados.  
2. Cultivo primario de cardiomiocitos humanos
El cultivo primario de cardiomiocitos humanos se realizó a partir de muestras 
obtenidas de pacientes del Servicio de Cirugía Cardíaca del Hospital Clínico 
Universitario de Santiago de Compostela, tras el consentimiento informado de los 
mismos. 
Durante la cirugía de bypass coronario se realiza la cateterización de la aurícula 
derecha, por lo que se descarta el apéndice atrial u orejuela. Este tejido es el que 
utilizamos para realizar el cultivo primario de cardiomiocitos auriculares humanos. 
La orejuela se secciona en pequeñas porciones para facilitar la disgregación de los 
cardiomiocitos. Posteriormente se realiza una primera digestión enzimática de 10 
minutos y luego cuatro digestiones de cinco minutos; cada una de ellas con 1 ml de 
solución enzimática compuesta por 0.25% de tripsina (Sigma), 0.15% de colagenasa 
(Sigma) y 0.02% de glucosa (Sigma) disueltas en tampón fosfato salino (PBS). Tras 
cada digestión, se retira el sobrenadante que contiene las células disgregadas que se 
centrifugan durante 5 minutos a 580g y se resuspenden en medio de cultivo comercial, 
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Iscove’s modified Dulbecco’s (Sigma), suplementado con 10% FBS, 0.1 mM de ȕ-
mercaptoethanol (Sigma) y antibióticos. 
El medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM) sin 
suplementos fue utilizado como medio de deprivación para este tipo celular. 
Tratamientos celulares en la línea celular HL-1. 
x Análisis de la actividad metabólica.  
Se realizó el tratamiento con ghrelin, Des-G y obestatina en la línea celular HL-1 
para analizar su efecto sobre la proliferación celular. Tras 12 horas de serodeprivación, 
las dosis de ghrelin utilizadas fueron: 1 pM, 1 nM, 10 nM y 1 μM (Sigma) durante 72 
horas o ghrelin y Des-G (Phoenix) a las dosis de 0.5 μM, 0.1 μM, 0.5 μM, 1 μM y 3 
μM durante 48 horas. El tratamiento con obestatina (Phoenix) se realizó durante 48 
horas con el siguiente rango de dosis: 1 nM, 5 nM, 10 nM, 100 nM, 500 nM, 1 μM, 2,5 
μM y 5 μM. Cuatro horas antes de la finalización de los tratamientos se realizó el 
ensayo MTT (véase apartado H de técnicas de análisis). 
x Análisis del ciclo celular. 
Se analizó la implicación de la obestatina sobre el ciclo celular en la línea 
cardiomiocitaria HL-1. 
Tras 12 horas de serodeprivación se realizó el tratamiento con obestatina durante 
24 horas a las dosis de 10 nM, 100 nM, 1 μM y 5 μM. Transcurrido el tiempo de 
tratamiento las muestras se procesaron para el análisis por citometría de flujo (véase 
apartado I de técnicas analíticas). 
x Estudios de apoptosis celular 
Se realizaron dos estudios de inducción de apoptosis analizados posteriormente 
con la técnica semicuantitativa de RT-PCR y la tinción vital Hoechst. 
a) Mediante la técnica RT-PCR se analizó el efecto del tratamiento con agentes 
pro- y anti-apoptóticos sobre los niveles de expresión de ARN mensajero de ghrelin en 
la línea HL-1. 
Puntos de análisis y dosis: 
ž Control ž AraC (100 μM) ž GH recombinante humana (1 μg/ml) (Saizen) + AraC. 
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Se realizó un pretratamiento de 12 horas con GH recombinante humana (1 μg/ml) 
(Saizen) en medio A+B como agente anti-apoptótico. Tras este tiempo se realizó el 
tratamiento de 12 horas con 100 μM del agente citostático arabinósido de citosina 
(AraC) (Upjonh) en A+B, que promueve la apoptosis celular. Posteriormente se 
procesaron las muestras siguiendo los pasos del apartado B de técnicas de análisis. 
b) En el apartado de tinción vital Hoechst se analizó el efecto del tratamiento con 
ghrelin durante 24 horas o el pretratamiento con ghrelin, Des-G o la combinación de 
ambos sobre la inducción de apoptosis provocada por AraC. Para ello se realizó un 
pretratamiento de las células HL-1 durante 12 horas en medio A+B con ghrelin, Des-G 
o la combinación de ambos péptidos, y posteriormente se realizó el tratamiento conjunto 
de los péptidos con el AraC durante otras 12 horas. 
Puntos de análisis y dosis: 
ž Control   ž AraC (100 μM)  ž Ghrelin (0.1 μM)   
ž Des-G (0.1 μM) ž Ghrelin +AraC  ž Des-G+AraC  
ž Ghrelin+Des-G+AraC 
Transcurrido el tiempo de tratamiento se realizó la tinción vital Hoechst siguiendo 
los pasos descritos en el apartado I de técnicas analíticas. 
De forma similar, se realizó el estudio de apoptosis en células HL-1 tratadas con 
obestatina a las dosis: 100 nM, 500 nM, 1 μM y 5 μM durante 48 horas. 
x Análisis del metabolismo de lípidos 
Analizamos el efecto del tratamiento con ghrelin, Des-G y obestatina sobre el 
metabolismo de lípidos en cardiomiocitos HL-1. 
Para ello se deprivaron las células durante 16 horas y posteriormente se realizaron 
los estudios dosis respuesta con los péptidos. El análisis se realizó durante 15 minutos 
de tratamiento con las siguientes dosis: 0.05 μM, 0.1 μM, 0.5 μM, 1 μM y 3 μM de 
ghrelin o Des-G. El análisis del tratamiento conjunto de ghrelin y Des-G se realizó 
utilizando las dosis altas 0.5 μM, 1 μM y 3 μM durante 15 minutos de tratamiento. Para 
el estudio del efecto de obestatina se utilizaron las siguientes dosis: 1 nM, 10 nM, 100 
nM, 1 μM, 3μ M y 5μ M durante 30 minutos de tratamiento. 
Todas las muestras se procesaron según las indicaciones especificadas en el 
apartado de técnicas analíticas. 
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x Análisis del metabolismo de la glucosa 
a) Se analizó la implicación de ghrelin, Des-G u obestatina en el metabolismo de 
la glucosa y la insulina tras 16 horas de serodeprivación. Los tratamientos realizados 
con ghrelin y Des-G para el estudio del metabolismo de la glucosa y la señalización 
intracelular fueron los siguientes: 
ž Control     ž Ghrelin (3 μM) 30 minutos 
ž Des-G (3 μM) durante 30 minutos   ž Insulina (100 nM), 1 hora 
ž Ghrelin (30’)+Insulina (1h)    ž Des-G (30’)+ Insulina (1h) 
ž Ghrelin (30’)+Des-G (30’)+Insulina (1h) ž Ghrelin+ Des-G (ambos 30’) 
Para el estudio del efecto de obestatina sobre el metabolismo de la glucosa se 
utilizaron las siguientes dosis: 
ž Control 
ž Obestatina (100 nM, 1 μM, 3 μM y 5 μM), 30 minutos 
ž Insulina (100 nM), 1 hora 
Tras la finalización de los tratamientos las muestras fueron procesadas según la 
técnica de análisis utilizada: Ensayo de incorporación de glucosa o Western Blot. 
Técnicas analíticas 
A) Inmunohistoquímica
La técnica de inmunohistoquímica consiste en analizar la presencia de un antígeno 
en el material de estudio, bien sean secciones tisulares (inmunohistoquímica) o cultivos 
celulares (inmunocitoquímica), basándose en la interacción específica antígeno-
anticuerpo. La detección se realiza a través de una reacción colorimétrica, producida por 
el enzima unido al anticuerpo que reconoce al antígeno tras la administración de su 
sustrato.
En el desarrollo de la técnica se utiliza un anticuerpo primario que se une 
específicamente al antígeno objeto de interés, formando una primera capa. A 
continuación, se añade el anticuerpo secundario, unido al complejo estreptavidina-
biotina-peroxidasa (SABC/HRP), que reconoce anticuerpo primario. Para la 
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visualización del antígeno se añade un cromógeno diaminobenzidina (DAB), que 
reacciona con el peróxido de hidrógeno en presencia de la enzima peroxidasa del 
complejo SABC/HRP para formar un precipitado de color oscuro. El producto final de 











Representación gráfica del proceso de inmunohistoquímica. 
Para el análisis inmunohistoquímico de ghrelin se realizaron cortes histológicos de 
estómago y corazón, tanto humano como de ratón. Las muestras de tejido humano se 
obtuvieron, tras la autorización del Doctor Jerónimo Corteza, a partir de autopsias 
realizadas en el Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Clínico de Santiago 
de Compostela. 
Una vez extraído el tejido, pasa a ser fijado en una solución tampón de 
formaldehído al 4% durante 24 horas. El tejido se deshidrató en baños de alcohol a 
concentraciones crecientes, y se incluye en parafina según la técnica histológica 
habitual.
 Para el desarrollo de la técnica se realizaron secciones histológicas de 5 μm de 
espesor, que posteriormente se desparafinaron, hidrataron y procesaron en el 
microondas, durante tres ciclos de cinco minutos en un baño de tampón citrato sódico 
0.01 M (pH 6.0) a 750 vatios. 
La detección antigénica se realizó con los siguientes pasos: a) incubación de una 
hora con el anticuerpo primario policlonal de cabra que reconoce ghrelin (Santa Cruz) 
preparado en la solución comercial Dakopatts en una dilución 1:500. b) incubación con 
agua oxigenada al 3% (Merck) durante 10 minutos, para bloquear la peroxidasa 
endógena. c) 30 minutos de incubación con el anticuerpo secundario de burro anti-
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cabra, marcado con biotina, diluido 1:100 en tampón que contiene 0.05 M Tris-base pH 
7.6 y NaCl 0.3 M (TBS). d) incubación con el complejo formado por estreptavidina-
biotina-peroxidasa (SABC/HRP) y e) solución 3,3-diaminobenzidina tetrahydrochloride 
(DAB) (Merck) durante 10 minutos. 
Tras cada incubación se realizaron dos lavados en TBS, durante 5 minutos, y tras 
la incubación con DAB, las muestras se lavaron en agua destilada. 
Los controles negativos de la técnica se realizaron utilizando el anticuerpo 
primario bloqueado por preadsorción con su antígeno (ghrelin 10 μM, durante 24 horas 
a 4º C) u omitiendo algún paso esencial en la técnica. 
Inmunocitoquímica
Las células HL-1 y el cultivo primario de cardiomiocitos humanos se despegaron 
de los platos de cultivo mediante la utilización de tripsina, un enzima que rompe las 
uniones de las células a la matriz de fibronectina. Consecutivamente, se realizó un 
recuento de células, ya que para el análisis por inmunohistoquímica se utiliza un 
número aproximado de 5000 células por ml. 
Una vez determinado el número de células necesarias, y dispuestas éstas en un 
volumen adecuado, se sembraban en portaobjetos y se mantenían a 37º C hasta que la 
adhesión se completaba. Las células sufrieron un proceso de fijación por inmersión en 
formaldehído al 10% preparado en tampón PBS, durante 15 minutos, 5 minutos en PBS, 
4 minutos en metanol frío (-20º C), en acetona fría (-20º C) durante 2 minutos y 
finalmente dos lavados de cinco minutos en PBS. Posteriormente, las muestras se 
procesaron en el microondas durante 10 minutos a 750 vatios en tampón citrato sódico 
0.01 M. 
La detección antigénica de las muestras se realizó siguiendo el mismo protocolo 
que se utilizó para las muestras de tejido, con la salvedad del anticuerpo primario de 
cabra anti-ghrelin, que se utilizó más concentrado (dilución 1:50). 
Para confirmar, en el cultivo primario de cardiomiocitos humanos, que las células 
inmunorreactivas a ghrelin eran cardiomiocitos (y no células contaminantes del cultivo 
primario) se realizó una tinción con el anticuerpo primario de cabra que reconoce la 
secuencia peptídico cercana al fragmento C-terminal de la cadena pesada de la miosina 
humana (MHC, dilución 1:50) (Santa Cruz). 
Material y métodos 
56
Los controles negativos de la técnica se realizaron utilizando el anticuerpo 
primario bloqueado por preadsorción con su antígeno (ghrelin 10 μM), durante 24 horas 
a 4º C, u omitiendo algún paso esencial en la técnica. 
Las muestras se analizaron y fotografiaron utilizando el microscopio Provis AX70 
(Olympus, Tokio, Japón). 
B) Determinación de expresión génica mediante RT-PCR
La técnica RT-PCR consta de dos pasos: a) el primero consiste en la transcripción 
reversa de todo el ARNm obtenido de las muestras de análisis con el objeto de sintetizar 
la secuencia de ADN complementaria (ADNc) al ARNm y b) el ADNc obtenido se 
utiliza en el segundo paso de la técnica, la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
en el que el enzima ADN polimerasa termoestable amplifica una secuencia de ADN 
conocida. La unión al ADNc de un par de primers o cebadores marca el límite de la 
secuencia específica a amplificar. Tras la reacción se obtiene una gran cantidad de 
producto de estudio partiendo de una pequeña cantidad de muestra. 
Extracción de ARN mensajero. 
Para la obtención del ARNm, que posteriormente se utilizará para RT-PCR, se 
mantuvieron las células HL-1 en los platos de cultivo hasta que presentaron una 
confluencia celular de un 80-90 %. Para el análisis de la regulación de expresión de los 
genes de interés se realizaron los tratamientos específicos antes de la extracción. 
Una vez que alcanzaron estas condiciones y realizado el ensayo, se retiró el medio 
de cultivo y realizó un lavado con PBS frío para eliminar los restos celulares que 
podrían interferir en la extracción. 
Las células se disgregaron utilizando 1ml de Trizol-LS® (Life Technologies) y se 
siguieron las instrucciones que adjuntan el reactivo descritas a continuación: 
1. añadir 200 μl de cloroformo por cada ml de Trizol-LS® utilizado para 
disgregar las células, agitar la mezcla durante 15 segundos y dejar reposar 
unos 2 o 3 minutos.  
2. centrifugar las muestras a 12000g durante 15 minutos a 4º C, recuperar la fase 
acuosa y transferirla a un tubo, añadir a la fase acuosa 500 μl de alcohol 
isoamílico por cada ml de Trizol-LS® del paso 1, agitar las muestras y dejar 
reposar 10 minutos a temperatura ambiente. 
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3. centrifugar las muestras a 12000g durante 10 minutos a 4º C para la 
precipitación del ARNm, eliminar el sobrenadante por decantación con 
cuidado de no despegar el pellet obtenido y añadir 500 μl de etanol 70% en 
agua DEPC frío, para lavar eliminar el exceso de alcohol isoamílico, y agitar 
las muestras. 
4. centrifugar las muestras a 7500g durante 5 minutos a 4º C, eliminar el 
sobrenadante por decantación con cuidado de no despegar el pellet y dejar 
secar unos minutos a temperatura ambiente hasta que el precipitado se vuelva 
translúcido.
5. resuspender el ARNm en agua DEPC (Sigma). 
En el paso siguiente se trataron las muestras durante 2-4 horas a 37º C de 
temperatura con 10 unidades de DNAse I (Life Technologies) (enzima que destruye los 
fragmentos de ADN) y 20 unidades de inhibidor enzimático de ribonucleasas 
RNAseOut (Life Technologies) por cada 5 μg de ARNm obtenido en la extracción, para 
evitar la presencia de contaminaciones con ADN genómico. Posteriormente se realizó 
una purificación mediante una extracción fenol, cloroformo-isoamilalcohol: 
1. partiendo de un volumen de 200 μl de la muestra (ARNm tratado disuelto en 
agua DEPC) se añade un volumen igual de fenol, se agitan las muestras y 
centrifugan a 14000 rpm durante 4 minutos a 4º C. 
2. se recupera la fase acuosa y se transfiere a un nuevo tubo, se añade un 
volumen igual al recuperado de cloroformo-isoamilalcohol en proporción 
25:1:1, se agitan las muestras y centrifugan a 14000 rpm durante 4 minutos a 
4º C. 
3. se recupera nuevamente la fase acuosa y transfiere a un nuevo tubo, se añade 
un volumen igual al recuperado de cloroformo-isoamilalcohol en proporción 
24:1, se agitan las muestras y centrifugan a 14000 rpm durante 4 minutos a 4º 
C.
4. se recupera la fase acuosa y transfiere a un nuevo tubo, se añaden dos 
volúmenes de etanol 96% frío (-20º C) y un volumen determinado de acetato 
sódico para obtener una concentración final de 3 mM. 
5. se agitan la muestra y se deja precipitando el ARNm durante toda una noche 
en el congelador a -80º C. 
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6. se centrifuga la muestra a 14000 rpm durante 30 minutos, se elimina el 
sobrenadante y se deja secar el precipitado a temperatura ambiente hasta que 
éste se vuelva translúcido. 
7. se resuspende en un volumen adecuado de agua DEPC. 
El ARNm de corazón de humano se obtuvo a partir de muestras de donantes de 
corazón. El tejido se disgregó mecánicamente, mediante el uso de un homogeneizador y 
posterior extracción del ARNm, siguiendo el protocolo utilizado en la extracción de 
ARNm de las células HL-1, con Trizol-LS®. El ARN total se cuantificó en el 
espectrofotómetro (Beckman DU62) a una longitud de onda de 260 nm y analizando la 
relación 260/280 nm. 
Reacción de retrotranscripción (RT) 
La cuantificación de la expresión de los genes de interés en la línea 
cardiomiocitaria HL-1 y en muestras humanas se realizó mediante un análisis 
semicuantitativo por RT-PCR en las condiciones adecuadas. Se utilizaron para este 
análisis de 1,5 a 2 μg del ARNm total.
El ADNc complementario se sintetizó mediante la reacción enzimática que 
incluye los siguientes componentes (productos de Life Technologies): 
x 200 U del enzima Moloney murine leukemia reverso transcriptasa (MMLV-RT)  
x 6 μl de la mezcla de dNTPs (10 mM de cada nucleótido)  
x 6 μl de la solución tampón para RT compuesta por 250 mM Tris-HCL pH 8.3, 
375 mM KCL, 15 mM MgCl2
x 1.5 μl de la solución de MgCl2 50 mM 
x 0.17 μl de la solución de hexámeros aleatorios (3 μg/μl) 
x 0.25 μl de ARNaseOut >Inhibidor recombinante de ribonucleasa 40 U/μl@
más el ARNm en un volumen total de reacción de 30 μl.  
El control negativo de la RT se realizó con la mezcla sin la presencia del enzima 
reverso transcriptasa (MMLV). 
Las condiciones de la reacción fueron: 37º C durante 50 minutos, 42º C durante 
15’, terminando la reacción a 95º C durante 5 minutos. 
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Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 
Del ADNc, obtenido en el proceso de retrotranscripción, se utilizaron 2 μl para su 
amplificación por PCR en un volumen de 30 μl de reacción compuesta por (productos 
de Life Technologies):
x 3 μl de tampón de PCR (10x) 
x 2.4 μl de la mezcla de dNTPs (10mM de cada nucleótido) 
x 30 ng/μl de cada primers del gen de interés (especificados en la Tabla 1)
x 0.75 U del enzima Taq ADN polimerasa 
El perfil de amplificación, compuesto por la fase de desnaturalización, alineación 
y extensión, al igual que el número de ciclos de amplificación con un paso final de 
extensión, es específico para cada gen (Tabla 1). 
Como control interno, para la calidad del ARNm utilizado en los ensayos, se 
amplificó el gen para el enzima gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH). Se
realizaron los controles positivos de las especies utilizadas, y los consecuentes controles 
negativos de la reacción. 
Los productos de PCR se analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa 
concentrado al 2%, teñido con bromuro de etidio, que se intercala entre el material 
amplificado y permite analizar el ADNc mediante el Scanner System TYPHOON 9410 
(Amersham). 
C) Southern blot
El gel que se obtuvo en la electroforesis se prepara para la transferencia en dos 
pasos; primero desnaturalizando el ADN con una solución compuesta por NaOH 0.5 M/ 
NaCl 1.5 M durante 30 minutos en agitación, y un segundo paso donde se neutraliza el 
ADN mediante una solución 0.5 M Tris-HCl / 1.5 M NaCl a pH 8.0. Se transfirieron las 
muestras amplificadas desde el gel de agarosa a una membrana de nylon (Hybond-N, 
Amersham) mediante un gradiente de concentración de sales (solución citrato salina 
estándar: SSC 20X; 3 M NaCl, 0.3 M citrato sódico a pH 7.2) y capilaridad toda la 
noche a temperatura ambiente. La membrana se expuso durante 10 minutos a rayos 
ultravioleta para la fijación de los productos transferidos. A continuación se bloqueó la 
membrana, para evitar una hibridación inespecífica de la sonda, con la solución de 
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prehibridación, compuesta por cada ml de solución: 0.1 g de sulfato de dextrano, 200 μl
agua DEPC; 200 μl Denhart´s 50x (1% Ficoll, 1% BSA y 1% de polovinilpirrolidona),
10 μl SDS 10%; 500 μl formamida desionizada; 1 mg pirofosfato sódico, 58 mg NaCl y 
100 μg/ml de ADN de esperma de salmón (previamente desnaturalizado durante 10 
minutos a 96º C). La prehibridación se realizó durante 24 horas a 44º C en agitación en 
un horno de hibridación (Amersham). La hibridación de la membrana se llevó a cabo 
con una sonda antisentido específica para ghrelin de rata marcada con Į32P-dCTP 
(3000Ci/mmol) (Amersham), y previamente incubada a 96º C durante 10 minutos. La 
sonda fue donada generosamente por el Doctor Carlos Diéguez (Departamento de 
Fisiología, Facultad de Medicina, Universidad de Santiago de Compostela). 
Tras 18 horas de hibridación a 44º C y en agitación, se eliminó el exceso de sonda 
marcada, lavando abundantemente de la siguiente forma: 
a) dos lavados de 5 minutos con SSC 2X a temperatura ambiente 
b) dos lavados de 30 minutos con SSC 2X, 0.5% SDS a 65º C y  
c) dos lavados de 30 minutos con SSC 0.1%, a temperatura ambiente. 
Las membranas se dejaron secar a temperatura ambiente, y seguidamente se 
procedió a la exposición de la membrana a radiografía en un cassette de revelado a -80º 
C. El análisis de las bandas se determinó examinando la imagen obtenida en la 
electroforesis y comparando los pesos específicos de cada banda con el marcador de 
peso molecular de 100 pb. 
D) Secuenciación
Mediante la técnica de secuenciación confirmamos que el producto obtenido en el 
proceso de RT-PCR es realmente el GHS-R. 
El producto de PCR, en el que nos aseguramos la presencia de una única banda de 
expresión mediante el análisis de electroforesis en gel de agarosa concentrado al 2% 
teñido con bromuro de etidio, se purificó empleando las enzimas ExoSAP-IT (1 unidad 
de cada enzima). A continuación, las muestras se incubaron en un termociclador en dos 
pasos: un primer ciclo de 30 minutos a una temperatura de 37º C, y un segundo ciclo de 
incubación a 80º C durante 15 min. 
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Tras la purificación se realizó la mezcla de amplificación con los siguientes 
productos:
- 2,5 μl de la muestra de PCR tratada con las enzimas (TEMPLATE) 
- 3 pM del primer sentido o antisentido utilizados en la PCR  
- 2 μl PREMIX (BIGDyeTM Terminador Kit; Amersham Bioscience) 
Las condiciones de amplificación utilizadas fueron: 4 minutos a 96º C, 30 ciclos 
de 15 segundos a 96º C; 10 segundos a 50º C y 3 minutos a 60º C. 
El producto de amplificación obtenido sigue un segundo proceso de purificación 
en el que se utilizan 5 μl del producto de cada muestra, y a los que se añaden 31.25 μl 
de etanol absoluto (frío –20º C), 3 μl de acetato sódico 3 M y 7,25 μl de agua estéril. 
x se deja reposar la mezcla durante 15 minutos y posteriormente se centrifuga 
a 4º C, 14000 rpm durante 20 minutos.  
x se retira el sobrenadante y resuspende el precipitado en 50 μl de etanol al 
70% frío (-20º C). 
x se centrifuga nuevamente durante 6 minutos a 14000 rpm. 
x se retira el sobrenadante y se deja secar durante 30 minutos a 47º C en el 
termociclador con la tapa de los tubos abierta. 
x un vez seco, el precipitado se resuspende en 10 μl de formamida (Applied) y 
se carga la muestra en el secuenciador (3100 Avant Genetic Analyzer ABI 
PRISM, Applied). 
E) Estudio de unión ligando-receptor
El estudio de unión ligando-receptor (binding) permite la determinación de 
propiedades cinéticas de afinidad y de equilibrio de esta unión, además de permitir 
estimar la densidad de los receptores en un tipo celular determinado. Para ello, se realiza 
una doble incubación de las muestras en presencia del ligando marcado con 
radiactividad, a una cantidad conocida y constante, y el ligando frío (sin marcaje) a 
concentraciones crecientes. El análisis del ensayo resulta del desplazamiento de la unión 
de la hormona marcada al ligando por la hormona fría cuando la reacción alcanza el 
equilibrio.
Receptor + Ligando       Ligando - Receptor
Material y métodos 
62
El análisis se realizó en las células HL-1 para el estudio de los receptores GHS-R 
y GPR39 en estas células. Se sembraron entre 450000-500000 células por pocillo. Una 
vez que las células estuvieron adheridas al plato se deprivaron de suero durante 12 
horas. Tras este tiempo, se añadieron los tratamientos de hormona marcada 
radiactivamente (ghrelin u obestatina) y hormona fría (sin marcaje). 
Puntos de análisis para el estudio de GHS-R: 
x Total: contiene 110-120000 cpm/ml ghrelin 125I (Amersham) NSB (unión no 
específica): contiene la combinación de ghrelin 125I y ghrelin frío (4 μg/ml). 
x Dosis crecientes de hormona fría (ghrelin): 1, 2, 7.5, 10, 40, 75, 100 ng/ml. 
Puntos de análisis para el estudio de GPR39: 
x Total: contiene 110-120000 cpm/ml obestatina 125I (Phoenix) NSB (unión no 
específica): contiene la combinación de obestatina 125I y obestatina (4 μg/ml). 
x Dosis crecientes de hormona fría (ghrelin): 1, 10, 100, 1000 ng/ml. 
La incubación de los tratamientos se realizó en una solución de PBS y 0.5% de 
BSA durante 16-18 horas a 4º C. Tras dos lavados con PBS frío las células se 
disgregaron con 1 ml de NaOH 1N durante 10-15 minutos. Seguidamente, las muestras 
se transfirieron a tubos de RIA y se realizó la lectura del total de la radiactividad 
asociada en un Ȗ-COUNTER (125I). Los datos obtenidos se analizaron mediante un 
software estadístico, calculando la constante de disociación del ensayo (Kd) y el número 










Representación gráfica del análisis Scatchard 
El análisis Scatchard se realizó utilizando el programa informático Ligand 
(Munson y Rodbard, 1980). 
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F) Medida calcio intracelular
La medida del calcio intracelular en tiempo real se llevó a cabo en células en 
suspensión, utilizando el compuesto fura 2 penta-acetoximetiléster (fura 2 A/M) 
(Sigma) como sonda de calcio selectiva. Se estudió la movilización de calcio 
intracelular en la línea cardiomiocitaria HL-1 y como control positivo se utilizaron 
células de riñón embrionario humano, HEK-293, transfectadas de forma estable con 
GHS-R1a, donadas generosamente por el Doctor Felipe Casanueva (Departamento 
Endocrinología, Facultad de Medicina, Universidad de Santiago de Compostela). 
Las células HL-1 se crecieron en placas petri de 100 mm a una confluencia del 75-
80%, se tripsinizaron, se centrifugaron durante 5 minutos 1500 rpm y resuspendieron en 
0.5 ml de tampón Krebs-Ringer-Hepes (KRH compuesto por: NaCl 125 mM, KCl 5 
mM, MgSO4 1.2 mM, KH2PO4 1.2 mM, CaCl2 2 mM, glucosa 6 mM y HEPES 25 mM 
pH 7.4) por cada placa petri utilizada. Una vez resuspendidas las células se incubaron 
con fura 2 A/M, concentración final de 3 μM, durante 30 minutos a 37º C con agitación 
constante. Posteriormente, se centrifugaron las células y retiró el sobrenadante 
eliminado el exceso de fura 2 A/M. Una vez resuspendidas, las células se diluyeron en 
proporción 1:4 en KRH y se mantuvieron a temperatura ambiente. La medida de calcio 
intracelular se realizó en una cubeta termostatizada (37±1º C), bajo agitación magnética 
constante, en el fluorímetro LS-50B (Perkin-Elmer, Boston, MA) ajustado a las 
longitudes de onda 345 nm (excitación) y 490 nm (emisión).  
La movilización de calcio se analizó mediante la lectura, en proporción relativa, 
utilizando diferentes longitudes de onda (345, 380 y 490 nm).  
En un primer momento, se hizo la lectura de la fluorescencia basal e 
inmediatamente después se añadió el estímulo en la cubeta del fluorímetro en donde 
están las células en análisis. Se registró la señal durante un período de dos minutos, 
dejando estabilizar la señal, y después de ese período se añadió ácido lisofosfatídico 
(LPA; 2,3 μM), que provoca un incremento transitorio de la concentración de calcio 
intracelular, como control positivo. Posteriormente, se calibró el fluorímetro en tres 
pasos: en un primer paso se añade en la cubeta del fluorímetro EGTA, a una 
concentración final de 30mM, como agente quelante del calcio extracelular. A 
continuación, se añade una solución de Triton X-100 (0.1% final) para provocar la lisis 
celular, liberándose la sonda de fura 2 que pudiese permanecer intracelularmente. Por 
último, se añade CaCl2 (4 mM, final), favoreciendo la saturación del indicador, 
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registrándose la fluorescencia máxima; preparando así el fluorímetro para la siguiente 
medida. 
G) Radioinmunoensayo
Los niveles de secreción de ghrelin al medio de cultivo de las células HL-1 y del 
cultivo primario de cardiomiocitos humanos se analizaron siguiendo las instrucciones 
de uso de un kit de radioinmunoensayo (RIA) (Phoenix). Tras 24 horas de 
serodeprivación de las células HL-1 en ExCell A+B y DMEM para los cardiomiocitos 
humanos, se recuperaron los medios de cultivo y centrifugaron durante 5 minutos a 
1500 rpm a 4º C, para eliminar restos celulares en suspensión y así determinar la 
concentración de ghrelin en el medio de cultivo.  
El proceso de radioinmunoensayo se realiza durante tres etapas con los siguientes 
pasos:
a. En la primera etapa se resuspende el tampón de ensayo con 150 ml de agua 
destilada para posteriormente utilizarlo como medio de disolución de los demás 
reactivos del Kit del RIA. 
x El vial de ghrelin sintético para realizar la recta patrón. 
x El anticuerpo primario específico para ghrelin (generado en conejo). 
x El vial de ghrelin marcado con 125I .
x El anticuerpo secundario que reconoce al anticuerpo primario de 
conejo.
x Suero normal de conejo. 
b. El límite de detección del kit está entre 10 pg y 1280 pg por tubo, y la recta patrón 
está formada por los siguientes puntos:  
10 pg/ml 20 pg/ml 40 pg/mg  80 pg/mg 160 pg/ml 320 pg/ml 640 pg/mg 1280 pg/ml
c. Se realizaron las mezclas, como se indica en el siguiente esquema, siempre 
realizando cada punto por duplicado.
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Representación gráfica de la primera etapa y segunda etapa del RIA.
d. agitamos las muestras y se dejan incubar entre 16 y 24 horas a 4º C. 
e. en la segunda etapa añadimos, a cada uno del los tubos del RIA, el péptido ghrelin 
marcado radiactivamente, aproximadamente 8000-10000 cpm/ cada 100 μl.
f. agitamos nuevamente los tubos y dejamos incubar otras 16-24 horas a 4º C. 
g. por último, en la tercera etapa se añaden 100 μl de anticuerpo secuandario y 100 μl
del suero de conejo a todos los tubos de ensayo exceptuando los tubos TC que se 
apartan del ensayo, hasta el punto de cuantificación. 
h. agitamos los tubos y dejamos incubar a temperatura ambiente durante una hora y 
media. 
i. trascurrido este período de tiempo, se añaden 500 μl de tampón y se centrifugan 
los tubos a 3000 rpm durante 20 minutos y 4º C de temperatura. 
j. aspiramos el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el precipitado obtenido en 
la centrifugación. 
k. cuantificamos la radiactividad de todos los tubos incluyendo en este paso los TC 
en el contador Ȗ.
l. la determinación de la concentración de ghrelin en el medio de cultivo se obtuvo a 
través del software del contador Ȗ. Este software determinó gráficamente puntos 
de unión específica y unión no específica, además de la concentración de la recta 
patrón utilizada para extrapolar la radiactividad obtenida a la cantidad de ghrelin 
(pg/ml) presentes en las muestras. 
Cuentas totales (TC)
Unión no específica (NSB)
Unión  específica total (TB)
Recta patrón Muestras 
Tampón [ ] ghrelin/ 
medio de 
cultivo




TC    100μl 
NSB 200μl   100μl 
TB 100μl 100μl 100μl
Recta
patrón
100μl           
[ ] ghrelin 100μl 100μl 
Muestras  100μl medio  cultivo 100μl 100μl 
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H) Ensayos de actividad metabólica (MTT)
El ensayo MTT analiza la actividad metabólica de las células viables dentro del 
cultivo. El ensayo se realiza utilizando el compuesto MTT, (3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma), que es metabolizado por enzimas 
deshidrogenasas mitocondriales, dando lugar a la formación de una sal que presenta un 
grupo diazónico. Esta sal absorbe la luz a una longitud de onda de 550 nm detectable 
mediante un lector de ELISA (Multiskan Ex; Thermolabsystems). 
La metabolización del compuesto MTT depende de la actividad redox de la célula 
y es reflejo de la función mitocondrial por lo que se utiliza como indicador del estado 
metabólico de la célula (Hynes y col., 2005). Se emplea además como medida indirecta 
de la viabilidad o proliferación celular (Takahashi y col., 2002).
El análisis se realizó sembrando las células en placas de 96 pocillos. Las células se 
deprivaron de suero durante 12 horas y posteriormente se estimularon con los 
tratamientos adecuados. Cuatro horas antes de que se cumpliese el tiempo del 
tratamiento se añadió el compuesto MTT, a una concentración final de 0.5 mg/ml, y se 
dejaron las células a 37º C. Tras estas cuatro horas se añadieron 100 μl de una solución 
SDS 10% y 0.01% de ácido clorhídrico, como agente solubilizante, que detiene la 
reacción enzimática. La placa se incubó durante toda la noche a 37º C, 5% de CO2, 95% 
aire y 95% humedad relativa, y 12 horas después se realizó la lectura en el lector de 
ELISA a una longitud de onda de 550 nm. La absorbancia se correlacionó directamente 
con la actividad metabólica de las células. 
I) Citometría de flujo
Para el análisis del ciclo celular por citometría de flujo se sembraron 500000 
células en flask de 25 cm2. Tras 12 horas de serodeprivación se realizó el tratamiento 
con obestatina.
Transcurrido el tiempo de tratamiento, las células se despegaron utilizando 
tripsina-EDTA, se centrifugaron y se recogieron en 10 ml de medio DMEM con 10% de 
FBS, y se centrifugaron a 1500 rpm 5 minutos. A continuación, el precipitado se 
disgregó y lavó en 1ml de tampón PBS, y las células se fijaron en paraformaldehído al 
4% durante 5 minutos. Una vez fijadas se incubaron toda la noche en etanol al 70% frío 
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a -20º C. Tras esta incubación las células se centrifugaron a 1500 rpm 5 minutos, se 
descartó el sobrenadante, y se resuspendieron en 1ml de tampón PBS con 1 mg/ml de 
ARNasa y 40 μg/ml de ioduro de propidio, y se dejó incubando 1 hora. El ioduro de 
propidio se intercala entre el ADN, lo que permite determinar la cantidad y calidad del 
ADN presente en la célula, además de clasificar las fases del ciclo celular. Tras la 
incubación, la suspensión celular se analizó por citometría de flujo en un 
FACSCALIBUR (BD), utilizando el programa de análisis Cell Quest. 
J) Tinción vital Hoechst 33258
La tinción vital Hoechst 33258 (Sigma), basada en la diferente coloración nuclear 
de las células en cultivo, pone en evidencia la presencia de células que han entrado en 
fase de apoptosis. Esta técnica utiliza el agente colorante bisbenzidina, que se introduce 
en el ADN entre las bases Adenina-Timina. 
Así, una vez que se realiza la tinción y se analiza el resultado en un microscopio 
de fluorescencia, podemos diferenciar dos poblaciones celulares por el color de sus 
núcleos: una que presenta un color azul apagado y uniforme en los núcleos, 
correspondiente con las células viables; y otra con los núcleos de color azul intenso 
brillante y distribuido de forma granular debido a la condensación de la cromatina, que 
caracteriza las células en apoptosis. 
El procedimiento seguido para la tinción Hoechst 33258 fue el siguiente: 
Una vez que las células sembradas en placas de 24 pocillos (10000 células por 
pocillo) se trataron durante el tiempo y dosis correspondientes se realizó la tinción 
nuclear. En primer lugar se retiró parte del medio de cultivo y se añadió el componente 
de la tinción a una concentración final de 5 mM, y una solución tampón, HEPES pH 
7.8, a una concentración final de 20 mM. Las células se incubaron durante 45 minutos a 
37º C, 5% de CO2, 95% aire y 95% humedad relativa. A continuación, se realizaron dos 
lavados con tampón PBS para eliminar el exceso de colorante. Las células se fijaron con 
una solución de paraformaldehído 4% en PBS, durante 30 minutos en oscuridad. 
Finalmente, se realizó el análisis mediante recuento celular en un microscopio de 
fluorescencia Olympus X-FLA (Olympus Optical, Hamburg, Alemania). 
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K) Ensayos de captación de ácidos grasos 
El ensayo de captación de ácidos grasos, o su denominación comercial BODIPY
(Boron dipyrromethene) (Sigma), nos permite medir la capacidad que presentan las 
células de incorporar o captar ácidos grasos de cadena larga. El ensayo se basa en la 
incubación con un ácido graso de cadena larga marcado con fluorescencia (FITC), y 
posterior análisis de esa fluorescencia mediante citometría de flujo. 
Para el ensayo se realizó una siembra de 250000 células HL-1/pocillo, en placas 
de cultivo de 6 pocillos. Una vez estabilizadas y a la confluencia deseada, la células se 
deprivaron de suero durante 16 horas en medio A+B. Se trataron las células, en medio 
A+B, con los puntos de ensayo detallados en el apartado de tratamientos celulares. Tras 
el tratamiento, se retiró el medio y las células se lavaron dos veces con PBS a 
temperatura ambiente, incubándose luego con el medio de captación de lípidos 
compuesto por 10 μM Bodipy-FITC y 20 μM de BSA libre de ácidos grasos en PBS 
durante 30 segundos. Se lavaron 3 veces con PBS-0.1% BSA libre de ácidos grasos, 
eliminando así el exceso de Bodipy-FITC. Las células se despegaron de los pocillos con 
tripsina-EDTA, y se inactivó la tripsina con 500 μl PBS a 4º C. Las células se 
centrifugaron a 1500 rpm durante cinco minutos a cuatro grados. Se precipitado de 
células obtenido se resuspendió en 2ml de PBS frío con ioduro de propidio (1μM) y se 
incubaron durante 15 minutos en oscuridad. El marcaje con ioduro de pripidio nos 
permite analizar el porcentaje de células muertas durante el procesado de las muestras. 
La fluorescencia se analizó mediante citometría de flujo (FASCalibur), en donde 
obtuvimos una visión de la fluorescencia de la población de células determinando la 
mayor o menor captación del lípido en comparación con las células sin tratamiento. 
L) Ensayos de captación de glucosa
El ensayo de incorporación de glucosa analiza la capacidad de las células de 
incorporar glucosa a través del citoplasma para posteriormente ser metabolizada. 
Para la realización de este ensayo se realizó una siembra de 90000 células/ pocillo 
en una placa de cultivo de 24 pocillos. Una vez estabilizadas las células, tras un día de 
cultivo, se serodeprivaron durante 16 horas en medio A+B. Tras realizar los 
tratamientos, se hicieron dos lavados con 250 μl de solución tampón HEPES salino 
(HSB pH: 7,4) a temperatura ambiente. Se incubaron durante 30 minutos con la 
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Incorporación de glucosa = pM 2-deoxi-D-[3H]glucosa /mg proteína/30minutos 
solución de incorporación de glucosa (SIG) compuesta por HSB y glucosa fría, a una 
concentración final de 10 μM, y el volumen de glucosa marcada con tritio (2-deoxi-D-
[3H]glucosa; Amersham) adecuado que aportaba 500000 cuentas por minuto/pocillo. 
Como control negativo de incorporación de glucosa se realizó el tratamiento con 
el inhibidor de la captación de glucosa cytochalasin B a la dosis de 10 μM. Tras los 30 
minutos de incubación, se retiró el exceso de 2-deoxi-D-[3H]glucosa realizando 3 
lavados de 500 μl con NaCl 0.9% a 4º C. 
Para la cuantificación de la incorporación de glucosa se lisaron las células 
añadiendo a cada pocillo 500 μl de solución NaOH 0.05 N. Un volumen de 450 μl del 
lisado de las células se transfirió a un tubo de cuantificación al que se le añadieron 2 
volúmenes de líquido de centelleo. El volumen restante, 50 μl, se conservó para la 
posterior cuantificación de la concentración proteica de cada pocillo. La cuantificación 
de la 2-deoxi-D-[3H]glucosa se realizó en un contador ȕ; Wallac 1414 WinSpectral 
v.140 S/N 4140376, que cuantifica las cpm de 2-deoxi-D-[3H]glucosa incorporadas en 
cada punto del ensayo. 
La cuantificación proteica se realizó mediante el método de Lowry, utilizando el 
kit de Protein Assay (Bio-Rad) y siguiendo las indicaciones del fabricante. 
Se realizó una recta de cuantificación con concentraciones proteicas conocidas de 
seroalbúmina bovina (BSA). 
Rango de concentración de BSA: 
x 0 mg/ml; 0.2 mg/ml; 0.4 mg/ml; 0.6 mg/ml; 0.8 mg/ml; 1 mg/ml 
Se añadieron 50 μl de solución A y 400 μl solución B (Kit Protein Assay), por 
cada 10 μl de las muestras. El conjunto se incubó durante 15 minutos y trascurrido este 
tiempo se realizó la lectura de absorbancia a 750 nm espectrofotómetro (Beckman 
DU62).
El resultado final del análisis de incorporación de glucosa se refirió como la 
molaridad de 2-deoxi-D-[3H]glucosa de cada punto del ensayo con respecto a la 
concentración proteica y al tiempo de exposición de la 2-deoxi-D-[3H]glucosa en 
competición con la glucosa fría. 
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M) Western blot
Se sembraron 450000 células por pocillo en placas de 6 pocillos. Una vez 
estabilizadas las células se serodeprivaron durante 12 horas en medio A+B y tras este 
tiempo se realizaron los tratamientos celulares. Los tratamientos se finalizaban pasando 
la placa a hielo y lavando las células dos veces con tampón PBS frío. 
Para obtener el extracto total de proteínas se lisaron las células con 75-100 μl de 
solución de lisis compuesta por 1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 250 mM 
NaCl, 5 mM EDTA pH 8.0, 1 mM PMSF, 1 mM NaVO4, 250 mM NaF, 30 mM 
pirofosfato sódico, 10 μg/ml aprotinina, y 10 μg/ml leupeptina. Las células se 
disgregaron utilizando un raspador de células y pasando cada muestra a través de la 
punta de pipeta varias veces antes de transferirlas a tubos, donde se dejaron incubando 
durante 20 minutos en hielo. Tras la incubación, centrifugamos las muestras a 14000 
rpm durante 20 minutos a 4º C. Se recuperó el sobrenadante, donde se encuentra el 
extracto proteico, y se cuantificó la concentración de proteína obtenida durante el 
proceso de lisado. 
Para la cuantificación utilizamos un método colorimétrico de Bradford. Se realizó 
una recta estándar con concentraciones conocidas a partir del stock 1 mg/ml de la 
proteína BSA que al reaccionar con el reactivo de Bradford adquiere diferentes grados 
de coloración. Se analizó la lectura de la absorbancia de estos puntos estándar en el 
espectrofotómetro a 595 nm de longitud de onda. Con los datos de concentración y 
absorbancia se realizó una recta de regresión que nos permitió determinar la 
concentración proteica de las muestras. 
La recta se configuró con las siguientes concentraciones de BSA por ml de 
reactivo de BioRad 1X:
x 0 μg/ml; 0.5 μg/ml; 1 μg/ml; 2.5 μg; 5 μg/ml; 10 μg/ml; 15 μg/ml; 20 μg/ml. 
El análisis de las muestras se realizó cuantificando 2 μl de cada una de ellas por 
separado en 998μl del reactivo Bradford. La lectura de absorbancia se hizo a 595nm y 
los resultados obtenidos se extrapolaron en la recta de regresión estándar, con lo que 
determinamos la concentración proteica de cada muestra. Tras la cuantificación, las 
muestras se prepararon para ser cargadas en el gel de electroforesis. Las muestras (40-
50 μg de proteína) se mezclaron en igual proporción con tampón de carga compuesto 
por: glicerol, azul de bromofenol y ȕ-mercaptoetanol, y se hirvieron durante 5 minutos a 
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100º C para desnaturalizar las proteínas. El tampón de carga confiere peso a la muestra 
además de formar el “frente de electroforesis” y facilitar el seguimiento del avance de 
las muestras durante este proceso. 
La proteína se separó mediante el proceso de electroforesis vertical en un gel de 
acrilamida al 10% compuesto por dos fases. La fase superior (“o stacking”) permite la 
concentración de las muestras antes de entrar en la fase inferior (o “resolving”), por lo 
que facilita la homogeneización del frente de electroforesis. Esta fase se preparó con los 
siguientes reactivos: acrilamida, 1 M Tris-HCl, pH 6.8; 10% SDS, 10%; persulfato 
amónico; TEMED (BioRad) y agua destilada. La fase inferior es el gel de resolución de 
la proteína en donde éstas se separan en función de su peso molecular. El gel de 
resolución se compone de acrilamida; Tris 1.5 M, pH 8.8; SDS 10%; persulfato 
amónico 10%; TEMED y agua destilada.  
La electroforesis se realizó durante una hora y media a voltaje constante (90v). 
Mientras se desarrolló la electroforesis se preparó la membrana de PVDF (Hybond, 
Amersham), para la posterior transferencia de las proteínas, de la siguiente forma: 
x se hidrató la membrana de PVDF durante 1 minuto en metanol 
x posteriormente en agua destilada durante 5 minutos 
x y por último se pasó a la solución de transferencia hasta la realización de la 
transferencia.
La transferencia de las proteínas a la membrana de PVDF se realizó durante una 
hora a amperaje constante (0.28A). Una vez completada la transferencia, la membrana 
se bloqueó durante 2 horas a temperatura ambiente y en agitación constante con tampón 
TBS-T (compuesto por: 20 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl y 0.1% Tween 20) y 5% de 
leche en polvo desnatada. La incubación con el anticuerpo primario, que reconoce la 
proteína de interés en el estudio de Western blot, se realizó diluyendo el anticuerpo en 
TBS-T-5% leche e incubando la membrana durante toda la noche a 4º C en agitación 
constante. El siguiente paso realizado fue eliminar el exceso de anticuerpo no adherido a 
la membrana mediante un lavado con TBS-T durante 30 minutos en agitación constante. 
Seguidamente, la membrana se incubó con el anticuerpo secundario, el cual se une 
específicamente al primario, diluido en TBS-T durante 1 hora a temperatura ambiente y 
agitación constante. Este anticuerpo secundario está conjugado con el enzima 
peroxidasa y al añadirle su sustrato lo metaboliza emitiendo una señal detectable con el 
uso de autorradiografía. 
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Anticuerpo primario Dilución 
Į-pAkt (Cell signaling) 1:1000 
Į-Akt (Cell signaling) 1:1000 
Į-PTEN (Santa Cruz) 1:1000 
Į-ȕ actina (Sigma) 1:2000 
Antes del proceso de revelado se eliminó el exceso de anticuerpo secundario 
lavando la membrana durante 30 minutos en tampón TBS-T, en agitación constante y a 
temperatura ambiente. 
El revelado de la membrana se realizó incubando la membrana con el reactivo 
ECL (Amersham), sustrato de la peroxidasa, siguiendo las proporciones indicadas por el 
fabricante (5 minutos a temperatura ambiente y sin agitación). Tras este tiempo, la 
membrana se transfirió a un cassette de autorradiografía y se revelaron las placas 
radiográficas en una máquina reveladora (Agfa) del Servicio de Radiología del Hospital 
Clínico Universitario de Santiago de Compostela.  
Para la comprobación de que los resultados obtenidos, en cuanto a la 
determinación proteica por Western blot, se deben a los tratamientos realizados es 
necesaria una normalización de estos resultados con la carga real de las muestras. 
Existen dos formas de realizar la normalización de la carga. Cuando se analizan 
proteínas que presentan cambios funcionales por fosforilación, la normalización de 
estos cambios se realiza analizando los niveles proteicos de la proteína total. Por otra 
parte, cuando la proteína que nos interesa no sufre cambios conformacionales sino que 
lo que varían son sus niveles de expresión proteica se normalizan estos cambios con la 
detección de una proteína que no presenta cambios en sus niveles de expresión a pesar 
de los tratamientos, un ejemplo de estas proteínas de análisis es generalmente la E-
actina. 
Para ello, en primer lugar se elimina el complejo formado por el anticuerpo 
primario y secundario de la membrana revelada, lavando la membrana con un tampón 
compuesto por Tris-HCl 0.5 M, pH 6.8, SDS 10%, 100 mM E-mercaptoetanol, durante 
30 minutos en un baño con agitación a 55º C. Posteriormente se lavó la membrana en 
TBS-T durante otros 30 minutos, tras los cuales la membrana se bloqueó y se realizaron 
los siguientes pasos detallados con anterioridad hasta revelar de nuevo la membrana. 
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La cuantificación de los resultados obtenidos se realizó mediante la densitometría 
de las bandas de cada proteína de interés. Para ellos se utilizó el escáner Typhoon 9410 
Documentation System y el software de densitometría (Amersham). 
N) Análisis estadístico
Los datos obtenidos se presentan como valores medios r SEM (error estándar de 
la media) de al menos tres experimentos independientes. El análisis estadístico se 
realizó mediante el estadístico ANOVA seguido de un test Student-Newman-Keuls. Un 

















































































































   
   
   
   
































   
















































































   
   
   

















































































































   
   
   


















































































































   
   
   

















































































































   
   
   












































































































   
   
   
















































































































   
   
   














































































   
Ghrelin,  des-acil ghrelin y GHS-R. 
1. Expresión de ghrelin en cardiomiocitos 
La expresión de ghrelin en la línea cardiomiocitaria HL-1 y en cardiomiocitos 
humanos se analizó mediante la técnica RT-PCR. Se utilizaron cebadores específicos 
para la secuencia prepro-ghrelin de ratón para la línea HL-1, y para la secuencia de 
ghrelin humano en el cultivo primario de cardiomiocitos auriculares de pacientes. El 
producto de PCR obtenido en la línea HL-l fue un fragmento de 329 pb, que se 
corresponde con el tamaño esperado según la secuencia del gen de prepro-ghrelin de 
ratón. La calidad del ARNm extraído de las células se verificó amplificando el gen que 
codifica para GAPDH. El producto obtenido para la amplificación de GAPDH fue de 
399 pb. Como control positivo de la expresión de prepro-ghrelin se amplificó ARNm de 
estómago de ratón (Fig. 1A).
Para confirmar que el producto obtenido mediante RT-PCR era ghrelin se realizó 
una hibridación por Southern blot, con una sonda específica para ghrelin (Fig. 1A, panel 
inferior).
El análisis de la expresión de ghrelin, además de en cardiomiocitos humanos, 
también se realizó en endocardio y miocardio humano. El fragmento amplificado fue de 
264 pb en todas las muestras de tejido analizadas. Como control positivo de expresión 
de ghrelin se utilizó ARNm extraído de estómago humano. De igual forma que en el 
análisis anterior, la calidad del ARN analizado se verificó con la amplificación del gen 
GAPDH (Fig. 1B.1). Tanto el tejido cardíaco, como los cardiomiocitos en cultivo, 
presentan unos niveles de expresión de ghrelin inferiores a los presentes en estómago 
(Fig. 1B.2). 
 En todas las reacciones de RT-PCR se realizaron los correspondientes controles 























Figura 1. Análisis de la expresión génica de ghrelin en cardiomiocitos. 
Panel A. Superior: Resultados de RT-PCR de la expresión de prepro-ghrelin en la línea celular HL-1 
(calles 3-6). Como control positivo de expresión de prepro-ghrelin amplificamos ARNm de estómago 
de ratón (calle 1). Amplificación del gen para GAPDH como control de calidad del ARN utilizado: 
calles 7-11. Controles negativos de la reacción: calles 12 y 13. Inferior: Autoradiografía del Southern 
blot realizado con una sonda específica de ADNc para ghrelin. 
Panel B. B.1. Resultados de RT-PCR de la expresión de ghrelin en tejido cardíaco humano (B.1) y 
cardiomiocitos humanos aislados (B.2). Se amplificó ghrelin en endocardio (calle 3, B.1), miocardio 
(calle 4, B.1) y cardiomiocitos aislados (calle 3, B.2). Como control positivo de expresión se amplificó 
ARNm de estómago humano (calle 1, B.1 y calle 2, B.2). Amplificación del gen para GAPDH como 
control interno: calles 5-7, B.1 y calles 4-5, B.2. Controles negativos de la reacción: calles 8-9, B.1 y 
calles 6-7, B.2. 
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2. Síntesis de ghrelin en cardiomiocitos 
Una vez determinada la expresión génica de ghrelin, se analizó su posible síntesis 
proteica mediante la técnica de inmunohistoquímica.  
Para la determinación proteica de ghrelin se utilizó un anticuerpo policlonal Į-
ghrelin que reconoce la región interna del péptido, por lo que se determinó la presencia 
de ghrelin “total” (ghrelin y Des-G). 
Como resultado de la técnica, detectamos la presencia citoplasmática de ghrelin en 
la línea cardiomiocitaria HL-1 (Fig. 2A) y en el cultivo primario de cardiomiocitos 
humanos (Fig. 3A).
El cultivo de cardiomiocitos humanos se caracterizó usando el anticuerpo Į-MHC,
que reconoce la secuencia peptídica cercana a la región carboxi-terminal de la cadena 
pesada de la miosina. El objetivo era verificar que las células inmunorreactivas para 
ghrelin eran realmente cardiomiocitos, descartando la posible contaminación por parte 
de fibroblastos al realizar el cultivo primario de la orejuela (Fig. 3B).
Las secciones histológicas de corazón de ratón y humano mostraron también 
inmunorreactividad citoplasmática frente a ghrelin (Fig. 2E y 3F).
En los controles positivos utilizados (estómago de ratón y humano) se observan 
diversas células neuroendocrinas con una fuerte positividad, pertenecientes a la glándula 
oxíntica (Fig. 2C y 3D).
Los controles negativos se realizaron con la preadsorción del anticuerpo específico 
para ghrelin con su antígeno homologo (Fig. 2B-D y F  y 3C-E y G).
3. Secreción de ghrelin por cardiomiocitos 
Se analizó la capacidad de secreción de ghrelin por parte de cardiomiocitos 
mediante radioinmunoensayo (RIA). El anticuerpo utilizado en el RIA reconoce tanto la 
forma acilada como la desacilada de ghrelin. Las células HL-1 y los cardiomiocitos 
humanos en cultivo son capaces de secretar ghrelin al medio de cultivo. Las 
concentraciones de ghrelin medidas en el medio de cultivo de las células HL-1, después 
de 24 horas de serodeprivación, fueron 16.4r 0.3 pg/ml (n=3). La cantidad obtenida en 
el medio de cultivo del cultivo primario de cardiomiocitos humanos fue de 12.8 r 1.1 
pg/ml (n=4) tras 24 horas de serodeprivación. 
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Figura 2. Inmunohistoquímica de ghrelin en cardiomiocitos HL-1.  
Los cardiomiocitos HL-1 de ratón presentan inmunorreactividad para ghrelin en el citoplasma (A).
Como control positivo de expresión proteica se utilizó estómago de ratón, en el cual se pueden ver 
células positivas correspondientes a la glándula oxíntica (C). El miocardio de ratón muestra también 
positividad citoplasmática (E). La preadsorción del anticuerpo Į-ghrelin con su antígeno homólogo 
(ghrelin), dio lugar a la ausencia de señal de inmunorreactividad en los correspondientes controles 
negativos: células HL-1(B), estómago de ratón (D) y miocardio de ratón (F) (Contraste de interferencia 













Figura 3. Inmunohistoquímica de ghrelin en cardiomiocitos humanos.  
El cultivo primario de cardiomiocitos humanos muestra expresión proteica de ghrelin en el citoplasma 
(A). Los cardiomiocitos se caracterizaron realizando la reacción inmunohistoquímica para la cadena 
pesada de la miosina (Į-MHC) (B). Como control positivo se utilizó estómago humano mostrando 
positividad en células de la glándula oxíntica (D). El miocardio humano muestra asimismo positividad 
citoplasmática (F). La especificidad de la inmunohistoquímica se comprobó preadsorbiendo el 
anticuerpo Į-ghrelin con  su antígeno homólogo, con lo que no se observó señal en los controles 
negativos: cardiomiocitos humanos (C), estómago humano (E) y miocardio humano (G) (Contraste de 
interferencia diferencial Nomarsky). Objetivos: A-C, x60; D y E, x20; F y G x40.
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4. Expresión del receptor de secretatogos de GH en cardiomiocitos 
La capacidad que presentan los cardiomiocitos de sintetizar y secretar ghrelin al 
medio de cultivo sugiere que éste puede actuar de forma autocrina/paracrina en el 
músculo cardíaco. Para ello el músculo cardíaco debe expresar asimismo un receptor 
que sea capaz de unir ghrelin y mediar sus acciones. 
Mediante RT-PCR demostramos que las células HL-1 expresan el receptor de 
secretagogos de GH a niveles similares a los que se obtienen en corazón de ratón. El 
producto de amplificación obtenido tras el empleo de cebadores específicos para la 
secuencia del primer exón del gen del GHS-R fue de 198 pb (Fig. 4A). La calidad del 
ARN utilizado se verificó amplificando el gen GAPDH. Como control positivo para la 
expresión del GHS-R, se utilizó ARN mensajero obtenido de hipófisis de ratón.
Se confirmó que el producto obtenido por RT-PCR correspondía a ghrelin 
mediante secuenciación. 
De igual forma, mediante RT-PCR analizamos la expresión del GHS-R en 
cardiomiocitos humanos, utilizando cebadores específicos para la amplificación de la 
forma activa de este receptor en humanos. La amplificación de un fragmento de 349 pb 
se correspondía con el producto esperado (Fig. 4B).
5. Estudio de unión ligando-receptor en células HL-1 
Para determinar si el receptor presente en cardiomiocitos HL-1 era capaz de unir 
ghrelin, realizamos un ensayo de unión específica ligando-receptor. Este ensayo 
demostró que el ligando “ghrelin frío” desplaza eficazmente al ligando marcado 
radiactivamente (Fig. 4C). Esto demuestra la existencia de un receptor capaz de unir 
ghrelin en cardiomiocitos HL-1 de manera eficiente y competitiva. Los datos obtenidos 
en este estudio se analizaron utilizando el programa Scatchard. Se realizó asimismo un 
análisis estadístico con tres experimentos independientes de unión específica de ghrelin 
en las células HL-1. Los valores de la constante de equilibrio de disociación (Kd) y el 
número máximo de sitios de unión (Bmax) eran respectivamente 3.03r0.8 nM y 
0.14r0.06 nM (n=3). Se estima que las células HL-1 presentan alrededor de unos 
170.000 receptores para ghrelin por célula. 
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Figura 4. Análisis de la expresión génica del receptor de secretagogos de GH (GHS-R) en 
cardiomiocitos.
Panel A. Determinación mediante RT-PCR de la expresión del receptor GHS-R en cardiomiocitos 
HL-1 (calles 4-6). Como control positivo de expresión de GHS-R se amplificó ARNm de hipófisis de 
ratón (calle 1). Amplificación génica de GAPDH como control interno: calles 7-9, HL-1 y calle 2, 
hipófisis de ratón. Controles negativos de la reacción: calles 10 y 11. 
Panel B. Determinación de la expresión del GHS-R1a en cardiomiocitos humanos (calles 2 y 3). 
Amplificación del GAPDH: calles 5 y 6. Correspondientes controles negativos de la reacción: calles 4 
y 7.  
Panel C. C.1 Curva de competición para el receptor de ghrelin en la línea HL-1, correspondiente a un 
experimento representativo de una serie de tres. A medida que aumenta la concentración de ghrelin se 
observa un desplazamiento del péptido marcado (125I-ghrelin) de los sitios de unión. C.2 Resultado 
del análisis Scatchard (un experimento representativo de una serie de tres).                       
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6. Ensayo de movilización de calcio intracelular 
Para comprobar la funcionalidad del receptor de ghrelin en la línea celular HL-1 
realizamos un ensayo de movilización de calcio debido a que la unión de ghrelin al 
receptor clásico de secretagogos de GH activa una ruta de señalización que conlleva 
entre otras modificaciones el aumento de la concentración de calcio intracelular. 
Como control positivo de la funcionalidad del receptor utilizamos la línea celular 
HEK-293, transfectada de forma estable con el receptor GHS-R1a. La administración de 
ghrelin (100 nM) provoca la movilización de calcio intracelular en las células HEK-293 
(Fig. 5).
La administración de ghrelin, tanto a dosis de 100 nM como de 1 μM, no induce 
movilización del calcio intracelular en la línea cardiomiocitaria HL-1 (Fig. 5). Como 
control de activación de las rutas intracelulares de calcio en este tipo celular se añadió 
LPA, que sí indujo movilización del calcio intracelular en cardiomiocitos HL-1 (Fig. 5).
A pesar de que la línea celular HL-1 expresa GHS-R, y de que ghrelin presenta 
afinidad por los sitios de unión presentes en la línea cardiomiocitaria HL-1, no podemos 
discriminar si los efectos de ghrelin sobre este tipo celular ocurren a través de la 
activación del receptor GHS-R o a través de un nuevo tipo de receptor aún por 
caracterizar. 
7. Regulación de la expresión de ghrelin 
Mediante RT-PCR analizamos los niveles de expresión del ARNm de ghrelin en 
células HL-1 expuestas a tratamientos pro- y anti-apoptóticos (tratamiento con 100 μM 
de AraC y pretratamiento con GH (1 μg/μl), respectivamente). Los resultados obtenidos 
fueron una disminución de los niveles de ARNm de ghrelin en un 33.0r7.1% en las 
células tratadas 12 horas con AraC (p<0.05, n=3), y un incremento de un 48.8r13.9%
(p<0.05, n=3) de los niveles ARNm cuando las células se trataron con GH durante 12 



















































Figura 5. Análisis de movilización de calcio en la línea HL-1. 
Panel A. La administración de ghrelin (100 nM) en las células HEK 293, transfectadas con el 
receptor GHS-R1a, provoca un aumento de la concentración de calcio intracelular. 
Panel B. La administración de ghrelin (1 μM), o de su vehículo, no modifica los valores de 
concentración de calcio intracelular en las células HL-1. El compuesto LPA (2,3 PM) se utilizó 








































































































































































































































Figura 6. La expresión génica de ghrelin en cardiomiocitos HL-1 está regulada por agentes pro y
anti-apoptóticos. 
Panel A. Análisis estadístico de los niveles de expresión de ARNm de prepro-ghrelin. El tratamiento con 
AraC (100 μM) durante 12 horas reduce significativamente los niveles de ARNm de prepro-ghrelin con 
respecto a las células control. El pretratamiento durante 12 horas con GH (1 μg/μl), inhibe el efecto pro-
apoptótico de AraC, y los niveles de ARNm de prepro-ghrelin están incrementados con respecto al 
control (n=3, *, p<0.05). 
Panel B. Resultado de RT-PCR de un experimento representativo de una serie de tres experimentos 
independientes. Células control (calle 2); 12 horas de tratamiento con AraC (calle 3); 12 horas de 
pretratamiento con GH y 12 horas de tratamiento con AraC (calle 4). Amplificación correspondiente de 
los GAPDH de los tratamientos: calles 5-7. Controles negativos de la reacción: calles 8 y 9. 
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8. Ghrelin y Des-G y viabilidad cardiomiocitaria 
Como se puede ver en las figura 7, el tratamiento con ghrelin durante 48 y 72 
horas, o con Des-G durante 48 horas, no modifica la actividad metabólica de las células 
HL-l, analizada mediante el ensayo MTT.   
El tratamiento con ghrelin, en el rango de dosis 1 pM, 1 nM y 1 μM, no modifica 
significativamente el nivel basal de apoptosis de la línea HL-1 tras 24 horas de 
tratamiento (Fig. 8).
Por otra parte, el pretratamiento con 0.1 μM de ghrelin, 0.1 μM de Des-G, o la 
combinación equimolar de ambos durante 12 horas protege frente a la inducción de 
apoptosis por parte el agente citostático AraC (100 μM). Los niveles de apoptosis se 
cuantificaron mediante el método de tinción vital Hoechst. Los cardiomiocitos 
pretratados durante 12 horas con ghrelin (0.1 PM) y posteriormente con AraC presentan 
un 7.6r 1.0% de apoptosis frente al 14.9r1.8% de las células tratadas solamente con 
AraC (100μM) (p<0.05, n=3) (Fig. 9A). Un efecto similar ocurre cuando se pretratan 
las células con Des-G o con la combinación de ghrelin y Des-G (7.12r0.86% AraC+ 
Des-G frente a un 12.83r0.79% AraC (n=3, p<0.01) (Fig. 9B) y un 16.02r1.41% 
AraC+ghrelin+Des-G frente a un 23.86r0.68% AraC (n=3, p<0.05) (Fig. 9C),
respectivamente). 
9. Estudio del papel de ghrelin y Des-G en el metabolismo de lípidos 
El estudio del posible papel de ghrelin y Des-G sobre el metabolismo de lípidos en 
la línea celular HL-1 se analizó mediante el ensayo de captación de ácidos grasos de 
cadena larga. 
El tratamiento con dosis crecientes de ghrelin durante 15 minutos no modifica 
significativamente la captación de ácidos grasos por parte de cardiomiocitos HL-1, 
aunque hay una ligera tendencia a la disminución de la captación de ácidos grasos tras 
el tratamiento con ghrelin con respecto a las células control (Fig. 10).
El tratamiento realizado en las mismas condiciones con dosis crecientes de Des-G 
provoca un incremento significativo de la captación de ácidos grasos por cardiomiocitos 
HL-1. Las dosis de 1 μM y 3 μM de Des-G inducen un aumento del 30±6% y 30±8% 
(p<0.01, n=5), respectivamente, frente a las células control (Fig. 10).
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El tratamiento conjunto con dosis elevadas (1 y 3 μM) de ghrelin y Des-G no 
modifica los niveles de captación de ácidos grasos por cardiomiocitos HL-1. Ghrelin 
parece por tanto contrarrestar el efecto ejercido por Des-G sobre el metabolismo de 
lípidos en la línea cardiomiocitaria HL-1 (Fig. 10).





























































































































































































Figura 7. Análisis de la actividad metabólica en la línea celular HL-1 mediante el ensayo MTT.
El tratamiento dosis respuesta con ghrelin durante 72 horas (A), o durante 48 horas (B), no modifica 
la actividad metabólica de cardiomiocitos HL-1 (n=3 en ambos ensayos). Asimismo, el tratamiento 
con Des-G (0.05-3 μM) durante 48 horas (C) tampoco modifica la actividad metabólica de 






















Figura 8. Efecto de ghrelin sobre la apoptosis basal en cardiomiocitos HL-1. Panel A.
Gráfica representativa de tres experimentos independientes analizados por  tinción vital 
Hoechst 33258. El tratamiento con ghrelin durante 24 horas no modifica el nivel basal de 
apoptosis en la línea HL-1. 
Panel B. Análisis de apoptosis por tinción vital Hoechst en cardiomiocitos HL-1. Fotografías 
(200x) correspondientes a un experimento representativo de una serie de tres; a) células 
control, b-d) células tratadas con ghrelin, 10-12 M, 10-9 M, 10-6M respectivamente. Los núcleos 




















































































































































Figura 9. Efecto de ghrelin y Des-G sobre la apoptosis inducida por AraC en células HL-1 
analizado mediante tinción vital Hoechst. 
Panel A. El pretratamiento con ghrelin (0.1 μM) durante 12 horas ejerce un efecto cardioprotector 
frente a la inducción de apoptosis por exposición a AraC (0.1 μM, 12 horas) (n= 3, *, p<0.05). 
Panel B: Des-G (0.1 μM, pretratamiento de 12 horas) ejerce un efecto similar a ghrelin frente a la 
apoptosis inducida por AraC (0.1 μM, 12 horas) (n= 3, **, p<0.01). 
Panel C: El co-tratamiento equimolar con ghrelin y Des-G (0.1 μM) durante 12 horas reduce 




























































10. Estudio del papel de ghrelin y Des-G en el metabolismo de la glucosa 
Se examinaron los niveles de captación de glucosa tras el tratamiento con ghrelin, 
Des-G o la combinación de ambos de la línea cardiomiocitaria HL-1. Como control 
positivo, se indujo la captación de glucosa mediante el tratamiento con insulina. En las 
células HL-1 la administración de insulina durante una hora a la dosis de 100 nM 
aumenta la captación de glucosa en un 47±12% (p<0.01, n=5) con respecto al control. 
El tratamiento con ghrelin (30 minutos, 3 ȝM) reduce ligeramente el nivel basal de 
Figura 10. Análisis del efecto de ghrelin y Des-G sobre la captación de ácidos grasos en la línea 
HL-1.
El tratamiento con ghrelin (0.05-3 μM, 15 minutos) no modifica los valores de captación de ácidos 
grasos de cadena larga (n=4) por parte de cardiomiocitos HL-1. El tratamiento con Des-G (1 y 3 μM, 
15 minutos) aumenta significativamente la captación de ácidos grasos (n=5, * p<0.05), con respecto a 
las células sin tratamiento. El tratamiento combinado y equimolar de ghrelin y Des-G no provoca 
ningún efecto significativo sobre el metabolismo de lípidos, incluso a las dosis de mayor rango 
analizadas (n=4).  
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captación de glucosa en la línea HL-1, aunque este efecto no llega a alcanzar 
significatividad estadística. El co-tratamiento con ghrelin reduce significativamente los 
niveles de captación inducidos por la insulina sola (18±11% (p<0.05, n=5) (Fig. 11A).
La administración de Des-G (30 minutos, 3 μM) no alteró significativamente la 
captación de glucosa, tanto basal como inducida por insulina (Fig. 11B).
Se analizó también el efecto del tratamiento conjunto y equimolar de ghrelin y 
Des-G. Tras la estimulación de la captación de glucosa por insulina, se realizó un 
tratamiento conjunto con ghrelin y Des-G (3 μM cada uno). El tratamiento conjunto con 
ghrelin y Des-G no modifica el aumento de la captación de glucosa inducido por 
insulina (42±13%, p<0,05, n=3 y 38±11%, p<0.05, n=3, respectivamente, frente al 
control) (Fig. 11C). La combinación de ghrelin y Des-G tampoco modificó 
significativamente los niveles basales de captación de glucosa en la línea celular HL-1 
(Fig. 11C).
11. Estudio de la posible interacción de las rutas metabólicas de ghrelin y 
Des-G y la insulina 
Tras determinar que ghrelin reduce significativamente los niveles de captación de 
glucosa estimulados por insulina, se trató de analizar el posible punto de interacción con 
la ruta de señalización de la insulina en el que se produce esta reducción. 
El primer punto analizado fue la expresión de la proteína PTEN (Phosphatase and 
tensin homolog delected on chromosome ten) en la línea HL-1. Esta proteína está 
regulando la formación de PtdIns(3,4,5)P3 a partir de PtdIns(4,5)P3, necesaria para la 
posterior activación de Akt. Tras el análisis por Western blot no se encontraron 
diferencias de expresión proteica de PTEN, tras el tratamiento con insulina, ghrelin, 
Des-G o las combinaciones realizadas con dos o tres de los péptidos (Fig. 12).
El segundo punto de análisis fue la activación de la proteína Akt, presente en la 
parte final de la ruta de señalización de la insulina. Mediante Western Blot se 
cuantificaron los niveles de activación de Akt analizando la fosforilación de la proteína. 
Como se puede ver en la figura 13, la insulina activa Akt en cardiomiocitos HL-1. El 
tratamiento con ghrelin, Des-G, o ambos péptidos no modifica significativamente la 





Figura 11. Análisis del efecto de ghrelin y Des-G sobre la captación de 2-deoxi-D-3H-glucosa en 
la línea HL-1.
Panel A. El tratamiento con ghrelin (3 ȝM, 30 minutos) inhibe significativamente la captación de 2-
deoxi-D-[3H]-glucosa inducida por insulina (100 nM, 1 hora) (n=5). 
Panel B. El tratamiento con Des-G (3 ȝM) durante 30 minutos no modifica los valores de captación 
de glucosa inducidos por insulina (100 nM; 1 hora) (n=3). 
Panel C. El tratamiento conjunto con Des-G previene el efecto inhibitorio de ghrelin sobre la 
captación de glucosa inducida por insulina en la línea celular HL-1 (n=5).  


















































































































































Figura 12. Análisis del efecto de ghrelin y Des-G sobre los niveles proteicos de PTEN en la línea 
HL-1.
Panel A. Western Blot representativo de una serie de tres experimentos independientes mostrando el 
efecto del tratamiento con ghrelin (30min, 3 ȝM), Des-G (30min, 3 ȝM) y/o insulina (1h, 100 nM) 
sobre la síntesis de PTEN. 
Panel B. Representación gráfica del análisis estadístico de tres ensayos de Western blot independientes. 
Los niveles de PTEN se han correlacionado con los niveles de expresión proteica Į-ȕ actina. 
1. Ghrelin 2. Des-G   3. Insulina 
4. Control 5. Insulina+Ghrelin  6. Insulina+Des-G 
7.   Control  8. Insulina+Ghrelin+Des-G  9. Ghrelin+Des-G 
 1       2       3     4      5      6     7      8       9 
WB: Į-PTEN






























































































Figura 13. Análisis del efecto de ghrelin y Des-G sobre la activación de Akt en la línea HL-1.
Panel A. Western Blot representativo de una serie de cuatro experimentos independientes 
mostrando el efecto de los tratamientos con ghrelin (30min, 3 ȝM), Des-G (30min, 3 ȝM) y/o 
insulina (1h, 100 nM) sobre la fosforilación de Akt. 
Panel B. Representación estadística de cuatro ensayos independientes de Western blot. Los niveles 
de fosforilación de Akt (pAkt) se han correlacionado con los niveles de expresión de esta proteína. 
(**, p<0.01; *** p<0.001) 
1. Ghrelin 2. Des-G   3. Insulina 
4. Control 5. Insulina+Ghrelin  6. Insulina+Des-G 
7. Control  8. Insulina+Ghrelin+Des-G  9. Ghrelin+Des-G 






























































































































Obestatina y GPR39 
1. Expresión del receptor de obestatina (GPR39) en cardiomiocitos 
Mediante RT-PCR demostramos que las células HL-1 y los cardiomiocitos 
neonatales de rata expresan el receptor de obestatina. Tras el empleo de cebadores 
específicos se obtuvo un producto de amplificación de 190 pb (Fig. 14 A y B). La 
calidad del ARN utilizado se verificó amplificando el gen GAPDH. Como control 
positivo de expresión del GPR39, se utilizó ARNm de estómago de ratón. 
De la misma manera, el tejido atrial humano expresa ARNm de GPR39, como se 
observa tras la amplificación de un fragmento de 184 pb que se correspondía con el 
producto esperado según la secuencia del gen humano (Fig. 14C). Como control 
positivo de expresión de GPR39, se utilizó ARNm de estómago humano. De igual 
forma que en el análisis anterior, la calidad del ARN analizado se verificó con la 
amplificación del gen GAPDH. 
2. Estudio de unión ligando-receptor en células HL-1 
Analizamos la capacidad de unir obestatina del GPR39 presente en cardiomiocitos 
HL-1. El ensayo de competición ligando-receptor demostró que concentraciones 
crecientes de obestatina desplazan eficazmente a la hormona marcada radiactivamente
(Fig. 15). Los valores de la constante de equilibrio de disociación (Kd) y el número 
máximo de sitios de unión (Bmax) eran, respectivamente, 16.5 nM y 0.026 nM. Según 
el análisis Scatchard (n=3) se estima que las células HL-1 presentan alrededor de unos 
700 receptores para obestatina por célula. 
3. Obestatina y viabilidad cardiomiocitaria 
El tratamiento con obestatina (5 μM, 48 horas) redujo en un 22r2.28% (p<0.001 
n=3) la actividad metabólica mitocondrial de las células HL-l, como se observó tras 
realizar el ensayo MTT (Fig. 16A).
Sin embargo, el tratamiento con obestatina no modificó significativamente el nivel 
basal de apoptosis de la línea HL-1 tras 24 o 48 horas de tratamiento, como puede 
observarse tras los ensayos de citometría de flujo o tinción vital Hoechst (Fig. 16).
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Además, en el análisis de citometría de flujo no se detectan diferencias en el porcentaje 
de células en las fases de G0/G1 o síntesis/mitosis entre los distintos tratamientos con 
obestatina (Fig. 16C).
4. Estudio del papel de la obestatina en el metabolismo de lípidos 
Se analizó el posible papel de obestatina sobre el metabolismo de lípidos en la 
línea celular HL-1 mediante un ensayo de captación de ácidos grasos de cadena larga. 
El tratamiento con dosis crecientes de obestatina durante 30 minutos, no modificó 
la captación de ácidos grasos por parte de cardiomiocitos HL-1 (Fig. 17A).
5. Estudio del papel de la obestatina en el metabolismo de la glucosa 
La administración de obestatina no provocó alteraciones en los niveles basales de 
captación de glucosa por cardiomiocitos HL-1. El tratamiento con insulina durante una 
hora a la dosis de 100 nM se utilizó como control positivo de la captación de glucosa 
induciendo un incremento de la misma de un 33±7% respecto al control (p<0.05, n=6). 
La cytochalasin B se utilizó como control negativo, causando una reducción de la 
captación de glucosa de un 66r6% respecto al control (p<0.001, n=6) (Fig. 17B).
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Figura 14. Expresión génica de GPR39 en cardiomiocitos. 
Panel A. RT-PCR de GPR39 en la línea celular HL-1 (calles 6 y 7). Como control positivo de expresión 
de GPR39 amplificamos ARNm de estómago de ratón (calles 1 y 2). Amplificación del gen para GAPDH 
:calles 3-4 y 8-9. Controles negativos de la reacción: calles 10 y 11. 
Panel B.  RT-PCR de GPR39 en cardiomiocitos neonatales de rata (calle 4) Como control positivo de 
expresión se amplificó ARNm de estómago de ratón (calle 1). Amplificación del gen para GAPDH: calles 
2 y 5. Controles negativos de la reacción: calles 6-8. 
Panel C. RT-PCR de GPR39 en tejido atrial humano (calle 4) Como control positivo de expresión se 
amplificó ARNm de estómago humano (calle 1). Amplificación del gen para GAPDH: calles 2 y 5. 
Controles negativos de la reacción: calles 6-8. 
.                                 
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Figura 15. Estudio de unión ligando-receptor para GPR39 en cardiomiocitos HL-1. 
Panel A. Análisis de competición para el receptor de obestatina en la línea HL-1 (n=3). Existe un 
desplazamiento por los sitios de unión de 125I-obestatina (cuentas por minuto) a medida que aumenta 
la concentración del competidor (obestatina). 













































































































































Figura 16. Estudio del efecto de obestatina sobre viabilidad y ciclo celular en células HL-1. 
Panel A. Resultado del análisis MTT. El tratamiento con obestatina (5 μM, 48 horas) disminuye la 
actividad metabólica de la línea cardiomiocitaria HL-1 (p<0,001, n=3). 
Panel B. Representación estadística del análisis por tinción vital Hoechst. El tratamiento durante 
48 horas con obestatina no modifica los valores de apoptosis basal (n=3) en cardiomiocitos HL-1. 
Panel C. Análisis mediante citometría de flujo del ciclo celular de cardiomiocitos HL-1 tras el 
tratamiento con obestatina (0,01-5 μM; 24 horas). Se muestran los porcentajes correspondientes al 
número de células en cada fase del ciclo celular, apoptosis (apo), fase G0/G1 (2n), y fase 
síntesis/mitosis (S/M) (4n). Los datos mostrados corresponden a un experimento representativo de 
















































































































































































































Figura 17. Estudio del tratamiento con obestatina sobre el metabolismo de lípidos y de 
glucosa en cardiomiocitos HL-1. 
Panel A. Análisis estadístico de los estudios de captación de ácidos grasos libres (Bodipy) en 
células HL-1(n=3) tras el tratamiento con obestatina (0.001-5 μM, 30 min). 
Panel B. Análisis estadístico de los estudios de captación de glucosa en cardiomiocitos HL-1 tras el 
tratamiento con obestatina durante 30 minutos. Como control positivo se utilizó insulina (100 nM) 
y como control negativo cytochalasin B (10 μM). 












1. Expresión de ghrelin y su receptor en cardiomiocitos 
1.1 Ghrelin
El descubrimiento de ghrelin por el grupo de Kangawa (1999), del Centro 
Nacional Cardiovascular de Osaka en Japón, se produjo tras una serie de ensayos que 
intentaban determinar el secretagogo natural para el receptor de secretagogos de GH 
(Kojima y col., 1999).  
El estudio de los efectos cardiovasculares de ghrelin constituyó rápidamente tras 
su identificación una línea de investigación preferente. Se observó que la administración 
intravenosa de ghrelin (10 μg/kg) en individuos jóvenes y sanos causaba una reducción 
de la media de la presión arterial y una elevación del índice y volumen cardíaco sin 
alterar la frecuencia cardíaca (Nagaya y col., 2001a). En cambio, cuando la 
administración de ghrelin se realizaba vía subcutánea solamente se modificaba la 
función cardíaca a nivel del ventrículo izquierdo (aumento de la fracción de eyección y 
disminución del volumen final sistólico) sin modificar el valor de la media de la presión 
arterial (Enomoto y col., 2003).
Por otro lado, en pacientes con insuficiencia cardíaca crónica la administración 
intravenosa de ghrelin, al igual que ocurría en individuos sanos, reducía la media de la 
presión arterial y mejoraba la función cardíaca (Nagaya y col., 2001b). En estos 
pacientes se analizaron también parámetros hemodinámicos renales y pulmonares que 
no se veían afectados por el tratamiento con ghrelin (Nagaya y col., 2001b).
Pero el papel de ghrelin sobre la regulación del sistema cardiovascular en 
humanos podría no sólo centrarse en modular parámetros hemodinámicos. Pacientes 
con insuficiencia cardíaca crónica avanzada, presentan disfunción del ventrículo 
izquierdo y caquexia cardíaca, y sus niveles plasmáticos de ghrelin se correlacionan 
negativamente con la presencia de caquexia (Nagaya y col., 2001c; Nagaya y Kangawa, 
2003a). Se ha sugerido que la elevación de los niveles de ghrelin se debe a un 
mecanismo de compensación para recuperar el balance entre catabolismo/anabolismo 
ausente en estos pacientes. Se sabe que la administración crónica de ghrelin en ratas con 
insuficiencia cardíaca crónica, además de mejorar parámetros hemodinámicos y atenuar 
el remodelado cardíaco, favorece el aumento de peso corporal e induce adiposidad 
(Nagaya y col., 2001d) mejorando la condición metabólica de estos animales. A raíz de 
estos resultados se podría sugerir un papel fundamental de ghrelin como factor 
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orexigénico para atenuar el desarrollo de patologías cardíacas con alteraciones 
metabólicas importantes como la caquexia (Nagaya y col., 2001c; Nagaya y col., 2001d; 
Nagaya y Kangawa, 2003a). 
Estos mecanismos beneficiosos ejercidos por ghrelin sobre la función ventricular 
izquierda y el metabolismo energético en la insuficiencia cardíaca crónica podrían 
deberse al hecho de que ghrelin actúa como modulador del eje GH/IGF-1, que a su vez 
tiene efectos hemodinámicos y anabólicos en el sistema cardiovascular (Nagaya y 
Kangawa, 2003b). Sin embargo, se sabe que ghrelin presenta receptores específicos en 
miocardio y vasos (Gnapanavan y col., 2002; Nagaya y col., 2001a) por lo que puede 
actuar de forma directa sobre el sistema cardiovascular. Además el efecto que provoca 
ghrelin sobre el aumento de la ingesta y adiposidad puede producirse de forma 
independiente de GH (Tschöp y col., 2000; Nakazato y col., 2001). Por lo tanto los 
efectos que ejerce ghrelin sobre la actividad cardiovascular podrían atribuirse a 
mecanismos dependientes e independientes de GH (Kojima y Kangawa, 2005). 
Los estudios realizados en animales de experimentación también muestran que 
ghrelin ejerce efectos sobre parámetros hemodinámicos. En conejos la administración 
de ghrelin i.v. o i.c.v. reduce la media de la presión arterial y sólo la administración i.c.v.
reduce la actividad del nervio simpático renal (Matsumura y col., 2002). Estudios 
posteriores en ratas muestran que la microinyección tanto de ghrelin como de Des-G 
sobre el núcleo tracto solitario (NTS), provoca hipotensión y bradicardia a través de la 
inhibición de la actividad del simpático (Lin y col., 2004; Tsubota y col., 2005). A pesar 
de que en el NTS se expresa GHS-R no queda claro si el efecto provocado por ghrelin 
esta mediado por este receptor, ya que Des-G ejerce el mismo efecto que ghrelin y, 
como se sabe, no es capaz de unirse al GHS-R (Lin y col., 2004; Tsubota y col., 2005). 
Por ultimo, cabe destacar también el importante papel de ghrelin como 
cardioprotector. El proceso de isquemia-reperfusión o el tratamiento farmacológico con 
isoproterenol provoca daño en el miocardio e insuficiencia cardíaca que ghrelin es capaz 
de reducir, recuperando la función cardíaca y modulando el metabolismo (reduce la 
actividad del enzima lactato deshidrogenasa y la liberación de malondialdehído) (Chang 
y col., 2004a; Chang y col., 2004b). A nivel celular, sobre la línea cardiomiocitaria 
H9c2, tanto ghrelin como Des-G reducen la apoptosis inducida por el tratamiento 
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farmacológico con doxorubicina, actuando por tanto ambos como agentes 
cardioprotectores (Baldanzi y col., 2002). 
Todos estos datos dan solidez a la primera hipótesis planteada por el grupo de 
Kojima y colaboradores (1999), en la que presuponían un importante papel de ghrelin 
sobre la regulación de la función cardiovascular. 
Con anterioridad a estos estudios funcionales, se había analizado la expresión de 
ghrelin no sólo en estómago, sino en otros muchos tejidos, detectándose incluso en 
corazón, aunque en ese momento no se descartó la posibilidad de que su detección fuese 
provocada por una contaminación con sangre o plasma (Kojima y col., 1999). 
Posteriormente, mediante la técnica de PCR en tiempo real, se demostró la expresión de 
ghrelin en el tejido cardíaco (sin determinar el tipo celular responsable de su expresión) 
y otros muchos tejidos, poniendo de manifiesto la amplia distribución tisular de esta 
hormona (Gananpavan y col., 2004). 
Mediante los análisis de expresión génica y proteica realizados en este trabajo 
demostramos por primera vez que cardiomiocitos tanto de humanos como de ratón 
expresan y sintetizan ghrelin. 
El análisis de la expresión génica (RT-PCR) de ghrelin en la línea HL-1 de ratón 
se realizó utilizando la secuencia de cebadores descrita por Mori y colaboradores 
(2000). Estos cebadores son específicos para la secuencia de prepro-ghrelin, previa a la 
maduración del ARNm de ghrelin, que genera la forma acilada y desacilada del mismo 
(Mori y col., 2000). Actualmente, se sabe que la secuencia de prepro-ghrelin genera 
otros péptidos (C-ghrelin y obestatina) además de ghrelin y Des-G (Pemberton y col., 
2003; Zhang y col., 2005a). El resultado de la reacción de RT-PCR fue un fragmento de 
329 pb correspondiente a la secuencia de prepro-ghrelin, por lo que podemos afirmar 
que los cardiomiocitos HL-1 expresan ghrelin pero sin poder descartar la posible 
expresión de C-ghrelin u obestatina. Mediante Southern blot, además del fragmento que 
se correspondía con la secuencia nucleotídica de ghrelin, se observó la presencia de un 
fragmento de menor tamaño, aproximadamente 150 pb, de intensidad muy tenue, y que 
se consideró como una inespecificidad de la reacción. A la vista de los datos publicados 
por Jeffery y colaboradores (2004), ese fragmento de menor tamaño podría ser la 
expresión de una nueva variante del transcripto de prepro-ghrelin de la que se 
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desconoce su importancia fisiológica, y que se genera tras la delección completa del 
exón 4 del gen de ghrelin (Jeffery y col., 2002; Jeffery y col., 2005).
Una vez determinada la expresión del ARNm de ghrelin en cardiomiocitos, 
analizamos la síntesis proteica de ghrelin en las células HL-1, en el cultivo primario de 
cardiomiocitos humanos y en tejido cardíaco: corazón de ratón y corazón de humano. El 
análisis inmunohistoquímico revela que los cardiomiocitos presentan características de 
marcaje similares a las células productoras de ghrelin de estómago, y almacenan ghrelin 
en vesículas citoplasmáticas redondeadas, aunque la señal tiene menor intensidad que la 
de estómago. 
La posibilidad de que estos cardiomiocitos secretasen al medio de cultivo este 
péptido se analizó mediante radioinmunoensayo, y se comprobó que tanto las células 
HL-1 como el cultivo primario de cardiomiocitos humanos secretan ghrelin. 
Hasta la fecha, existen diversos estudios que demuestran la capacidad de ghrelin 
para modular la actividad cardiovascular sistémica, modificando parámetros 
hemodinámicos y metabólicos. Por el contrario, es muy poco lo que se sabe sobre la 
actividad de ghrelin directa a nivel cardiaco. Por ello, nuestro trabajo se centró en 
primer lugar en el estudio de la expresión de ghrelin y su receptor en cardiomiocitos y 
en segundo lugar en el análisis de los efectos de la administración de ghrelin y Des-G 
sobre la viabilidad y el metabolismo cardiomiocitario. La capacidad de sintetizar y 
secretar ghrelin al medio de cultivo por parte de los cardiomiocitos humanos y de origen 
murino sugiere que ghrelin podría actuar de forma autocrina/paracrina en el músculo 
cardíaco, y con ello contribuir a regular el metabolismo y buen funcionamiento cardíaco 
a nivel celular.  
1.2 Receptor de ghrelin 
El receptor de secretagogos de GH (GHS-R) es el receptor natural para ghrelin 
(Kojima 1999), y se ha descrito su presencia en gran variedad de tejidos, entre los que 
se encuentra el cardíaco (Ghigo y col., 1999; Muccioli y col., 2000; Ganapavan y col., 
2002). En este trabajo se muestra la expresión del GHS-R en la línea celular HL-1 y en 
cardiomiocitos humanos aislados en cultivo. Los cebadores utilizados para la PCR del 
GHS-R en la línea HL-1 pertenecen al primer exón, que codifica para las primeras cinco 
regiones transmembrana presentes en el receptor GHS-R1a (receptor activo) y el GHS-
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R1b (inactivo) (McKee y col., 1997), por lo tanto, no podemos discriminar si el receptor 
que se expresa en las células HL-1 es el receptor tipo 1a o el 1b. 
Para el análisis en cardiomiocitos humanos se utilizaron cebadores específicos 
para la forma activa del receptor GHS-R1a. El producto obtenido, de 329 pb, se 
correspondía con lo esperado tras utilizar los cebadores descritos por Jeffery y 
colaboradores (2002). 
En los estudios de unión ligando-receptor se observa que ghrelin desplaza 
eficazmente a su homólogo radiactivo, lo que demuestra que los cardiomiocitos HL-1 
presentan sitios de unión específicos para ghrelin. La activación de la ruta clásica de 
señalización intracelular desencadenada tras la unión de ghrelin a su receptor implica un 
aumento de la concentración de calcio intracelular (Camiña, 2006). El que la 
administración de ghrelin en cardiomiocitos HL-1 no active la movilización de calcio 
intracelular nos permite plantear varias hipótesis: 
x El receptor que detectamos mediante RT-PCR en la línea celular HL-1, y al que 
se une ghrelin, es el receptor GHS-R1b. Aunque no esté descrita su expresión en ratón, 
debido a que no se ha secuenciado totalmente el gen en esta especie; sí está demostrada 
su expresión en humano y rata y puede suponerse también en ratón. 
x Tras la unión de ghrelin a su receptor GHS-R, éste activa en cardiomiocitos una 
ruta de señalización intracelular diferente a la ruta clásica. 
x Ghrelin se une a un receptor desconocido (distinto al GHS-R) cuya activación no 
implicaría la movilización de calcio intracelular. 
En nuestro estudio, a pesar de que ghrelin desplaza eficientemente a su homólogo 
radiactivo, la posible presencia de un receptor distinto al clásico cobra fuerza tras los 
resultados negativos de los estudios de movilización de calcio. Esta afirmación, sin 
embargo, no puede ser concluyente, debido a que se ha visto muy recientemente que 
Des-G desencadena movilización de calcio en neuronas para ejercer su efecto sobre la 
ingesta a pesar de que no se une al receptor clásico GHS-R (Toshinai y col., 2006). 
La existencia de un nuevo tipo de receptor de secretagogos, especialmente para los 
secretagogos peptídicos, comenzó a plantearse tras los estudios realizados por Papotti y 
colaboradores (2000). El miocardio presenta gran afinidad por la unión del secretagogo 
peptídico 125I-Tyr-Ala-hexarelina, que es desplazado completamente por su homólogo 
no radiactivo. No sucedía lo mismo tras la incubación con ghrelin o MK0677, ya que 
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estos dos compuestos solamente desplazan entre un 11% y un 30% de la unión 
específica de 125I-Tyr-Ala-hexarelina, lo que sugería la existencia de un receptor que 
une específicamente GHS peptídicos aunque no es capaz de unir ghrelin (Papotti y col., 
2000). El receptor CD36, presente en el tejido cardíaco, fue el receptor capaz de unir 
GHS peptídicos e incapaz de unir ghrelin, a pesar de su origen peptídico (Bodart y col., 
1999).
Tras otros ensayos de unión ligando-receptor y desplazamiento, esta vez en células 
de cáncer de mama, se propuso la existencia de otro/s receptor/es para ghrelin y los 
GHS de ambos orígenes. Tres de los datos más importantes que apoyan está propuesta 
son: a) la presencia de sitios de unión para los GHS, ghrelin y Des-G en líneas celulares 
que no expresan ARNm de GHS-R1a; b) la capacidad de desplazamiento de la unión 
específica de 125I-Tyr-Ala-hexarelina por parte de MK0677 y Des-G; y c) la capacidad 
de Des-G de regular la proliferación celular en células de cáncer de mama (Cassoni y 
col., 2001). 
Recientemente, en otros tipos celulares, también carentes del GHS-R1a, se 
demostró que tanto ghrelin como Des-G presentan actividad biológica (Baldanzi y col., 
2002; Cassoni y col., 2004; Gauna y col., 2004). Por lo tanto, prácticamente se asume 
ya la existencia de uno o varios receptores diferentes del GHS-R1a, que podrían mediar 
las acciones de ghrelin y Des-G. Un posible candidato podría haber sido el receptor 
GPR39 dada su expresión en estómago, intestino e hipotálamo, además de en 
cardiomiocitos (como se describe en este trabajo), y por tratarse de un receptor huérfano 
(Nogueiras y Tschöp, 2005). Sin embargo, cabe señalar que en este último año se ha 
descubierto que el GPR39 es el receptor para obestatina, y los ensayos de competición 
ligando-receptor descartan la unión de ghrelin al GPR39 (Zhang y col., 2005a). 
2. Efecto de ghrelin y Des-G sobre la viabilidad cardiomiocitaria 
2.1 Actividad metabólica 
El efecto que ejerce ghrelin sobre la proliferación celular es diferente según los 
tipos célulares analizados. Existen células en las que el tratamiento con ghrelin o Des-G 
provoca un aumento de la proliferación celular y en otros casos se produce una 
reducción de la misma (Kojima y Kangawa, 2005). En la línea celular HL-1, ni ghrelin 
ni Des-G alteran los niveles de actividad metabólica mitocondrial, que además se puede 
relacionar directamente con proliferación celular.  
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Contrariamente a nuestros datos, Pettersson y colaboradores (2002) analizaron el 
efecto de ghrelin y hexarelina sobre la línea cardiomiocitaria H9c2, demostrando que 
ambos péptidos ejercen un efecto positivo sobre la proliferación celular. Sin embargo, el 
efecto que provoca la hexarelina sobre la proliferación celular en la línea H9c2 era más 
claro y pronunciado que el de ghrelin (Pettersson y col., 2002). La posible explicación a 
estas diferencias podría ser al uso de dosis más altas en la línea H9c2, el tipo de análisis 
empleado, o el origen embrionario de la línea H9c2, en la que la unión de los 
secretagogos tiene características diferentes que en cardiomiocitos adultos, como es 
línea HL-1. 
2.2  Apoptosis 
En cuanto a la actividad de ghrelin y Des-G sobre la apoptosis celular, en este 
trabajo se demuestra que la inducción de apoptosis en las células HL-1 provocada por el 
tratamiento con AraC se previene con el pretratamiento con ghrelin, Des-G o ambos 
conjuntamente. En el caso de la línea H9c2, el tratamiento con doxorubicina provoca un 
efecto pro-apoptótico, y de igual forma que en la línea HL-1, la presencia previa de 
ghrelin o Des-G reduce la apoptosis (Baldanzi y col., 2002). En las células HL-1, 
ghrelin induce cardioprotección sobre la apoptosis inducida por AraC, y este efecto 
podría estar mediado por el GHS-R, sin embargo, dado que Des-G también presenta 
este efecto cardioprotector, y que no se une al GHS-R (Bednarek y col., 2001), este 
mecanismo podría no implicar a este receptor. Con los datos de la línea H9c2 y los 
mostrados para la línea HL-1 en este trabajo, se sugiere de nuevo la existencia de uno o 
más receptores distintos al GHS-R que medien los efectos de ghrelin y Des-G en estos 
dos tipos celulares cardiomiocitarios. 
Ghrelin actúa como regulador en la secreción de GH (Kojima y col., 1999), que a 
su vez presenta un efecto cardioprotector frente a la inducción de apoptosis por 
serodeprivación en el cultivo primario de cardiomiocitos neonatales de rata (González-
Juanatey y col., 2004). Por este motivo nos propusimos analizar la influencia de la 
administración de GH sobre los niveles de expresión de ghrelin en cardiomiocitos. Los 
niveles de expresión de ghrelin aumentan significativamente en cardiomiocitos cuando 
se tratan con GH, por lo que los efectos cardioprotectores de GH bien podrían 
explicarse, al menos en parte, por una acción indirecta como consecuencia del aumento 




El corazón a lo largo del desarrollo sufre diversos cambios estructurales, 
determinados por la viabilidad cardiomiocitaria (muerte o regeneración celular), y 
metabólicos; ambos importantes determinantes de la función cardíaca hasta alcanzar su 
estado adulto (Saetrum Opgaard y Wang, 2005). Dentro de los cambios estructurales 
destaca la apoptosis, o muerte celular programada, debido a la pérdida cardiomiocitaria 
que conlleva (Ritter y col., 2003). La apoptosis es un proceso activo, energéticamente 
negativo, y ocurre tanto bajo condiciones fisiológicas, crónicas o agudas. En este 
proceso la célula sufre un encogimiento brusco, aunque la membrana celular permanece 
intacta y en el núcleo la cromatina primero se condensa para posteriormente romperse 
originando fragmentos de ADN de, aproximadamente, 185 pb (Freude y col., 1998). 
La importancia del proceso de apoptosis es diferente según la edad fisiológica del 
corazón. Durante el desarrollo, la apoptosis es un proceso fisiológico y esencial, que 
ocurre de forma normal en la mayoría de los tejidos, y se debe al crecimiento (Ritter y 
col., 2003). Por el contrario, en la edad adulta la existencia de apoptosis es motivo de 
alerta. La apoptosis es un proceso muy relevante en lesiones provocadas por isquemia y 
reperfusión, y en procesos de infarto de miocardio o insuficiencia cardíaca, situaciones 
en las que se reduce de forma permanente el número de cardiomiocitos (Ritter y col., 
2003; Buja; 2005). Esto se ve compensado, en parte, por un incremento del tejido 
cardíaco a través de un aumento del tamaño de los cardiomiocitos, proceso denominado 
hipertrofia cardiomiocitaria, y un aumento en el número de fibroblastos que puede 
desencadenar en fibrosis (Ritter y col., 2003). También existe una compensación 
aumentando las proteínas de la matriz extracelular (colágeno y fibronectina) (Ritter y 
col., 2003). A pesar de todo ello, la funcionalidad miocárdica se ve muy afectada (Hein 
y col., 2000). 
La apoptosis está mediada por dos rutas metabólicas centrales: extrínseca, que se 
activa a través de receptores de membrana, e intrínseca, a través de la activación de 
mecanismos mitocondriales. Ambas rutas metabólicas están altamente interrelacionadas 
y su objetivo final es la inactivación de la función mitocondrial y la activación de las 
caspasas, proteínas que provocan la destrucción de numerosas proteínas celulares 
reguladoras y estructurales, siendo por lo tanto las ejecutoras de la apoptosis celular 
(Crow y col., 2004; Baines y Molkentin, 2005). Mecanismos como isquemia y 
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reperfusión, hipoxia, estrés oxidativo o el uso de fármacos anticancerígenos, 
alteraciones metabólicas, etc., desencadenan la apoptosis cardiomiocitaria (Crow y col., 
2004; Garg y col., 2005). Por el contrario, entre las moléculas que inhiben la apoptosis 
en cardiomiocitos, cabe destacar a la GH (González-Juanatey y col., 2004) o el IGF-I 
(Saetrum Opgaard y Wang, 2005), considerados como agentes cardioprotectores. Los 
resultados presentados por Baldanzi y colaboradores (2002), y los presentados en esta 
tesis, demuestran que ghrelin y Des-G también actúan como agentes cardioprotectores. 
El corazón posee células que no están totalmente diferenciadas, por lo que podrían 
entrar en ciclo celular y regenerar las zonas en las que se produce la pérdida de 
cardiomiocitos adultos. No obstante el grado de regeneración de estas células está muy 
por debajo de la magnitud de la muerte celular presente en la insuficiencia cardíaca, por 
lo que no pueden llegar a compensar la pérdida de miocitos (Saetrum Opgaard y Wang, 
2005). Por ello, la inhibición de la apoptosis es, hoy en día, una de las importantes 
estrategias para la prevención de la insuficiencia cardíaca. 
Se ha sugerido un potencial papel para los GHS peptídicos sobre la prevención 
frente al daño provocado por el proceso de isquemia y reperfusión durante la cirugía de 
bypass coronario (Smith, 2005). Visto el efecto anti-apoptótico de ghrelin y Des-G en 
cardiomiocitos y células endoteliales (Baldanzi y col., 2002; resultados de esta tesis), no 
se puede descartar el posible potencial terapéutico de ambos péptidos para el 
tratamiento de patologías cardíacas en las que el daño miocárdico por apoptosis juega 
un papel primordial. 
3. Efecto de ghrelin y Des-G sobre el metabolismo cardiomiocitario 
El metabolismo cardiomioctario de lípidos y glucosa es un importante generador 
de energía en forma de ATP, fundamental para el mantenimiento de la función 
contráctil (Carley y Severson, 2005). El metabolismo cardíaco está regulado por 
diversos factores como: la disponibilidad de los sustratos, diversas hormonas (insulina, 
etc.) y el aporte de oxígeno o la demanda de energía según el esfuerzo físico realizado 
(Carley y Severson, 2005). 
En este trabajo, analizando el metabolismo cardiomiocitario de las células HL-1, 
encontramos que ghrelin y Des-G, al menos en parte, parecen participar en la regulación 
el metabolismo cardíaco a través de vías de actuación distintas. 
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3.1 Efecto de ghrelin y Des-G sobre el metabolismo de lípidos 
Mientras que ghrelin por si sólo no parece regular el metabolismo de lípidos en 
cardiomiocitos HL-1, sí contrarresta el efecto inductor sobre la captación de ácidos 
grasos que ejerce Des-G en los mismos. 
Aunque en las primeras etapas del desarrollo, en condiciones fisiológicas, el 
sustrato predilecto para los cardiomiocitos es la glucosa, en la etapa adulta, el corazón 
cambia de preferencia de sustrato a ácidos grasos (Friehs y col., 2003), que generan 
entre el 60 y 70 % de la energía cardíaca (Carly y Severson, 2005) en esta etapa.  
Dado que sobre el 80% del proceso de captación de ácidos grasos por los 
cardiomiocitos ocurre a través de transportadores (Schaffer y Lodish, 1994), Des-G 
podría estar regulando alguno de los transportadores implicados en la captación de 
ácidos grasos y favorecer el metabolismo de lípidos en patologías como la isquemia 
cardíaca, la diabetes o la insuficiencia cardíaca crónica, en las que se ha demostrado que 
tanto la captación de los ácidos grasos de cadena larga como su metabolismo están muy 
alterados (Schaffer y Lodish, 1994). 
3.2 Efecto de ghrelin y Des-G sobre el metabolismo de la glucosa 
Mientras que ghrelin reduce la captación de glucosa estimulada por la insulina en 
los cardiomiocitos HL-1 y no afecta a la basal, Des-G no tiene efecto sobre ninguna de 
ellas. La administración conjunta de ghrelin y Des-G tampoco modifica los valores de 
captación de glucosa por las células HL-1. En este caso Des-G parece ser quien 
contrarresta el efecto inhibidor sobre la captación de glucosa inducido por ghrelin en 
cardiomiocitos. 
En otros tipos celulares, ghrelin tiene un efecto contrario al observado en 
cardiomiocitos HL-1. En adipocitos, además de aumentar la captación de glucosa 
estimulada por insulina (Kim y col., 2004; Patel y col., 2006), ghrelin incrementa la 
captación basal de la misma (Kim y col., 2004). Por otro lado, Des-G no presenta 
ningún efecto sobre la captación de glucosa estimulada por insulina en adipocitos (Patel 
y col., 2006), al igual que ocurre en cardiomiocitos HL-1.  
Curiosamente, sobre adipocitos de tejido adiposo pardo, el pre-tratamiento con 
ghrelin no tiene efecto sobre la captación basal de glucosa, ni tampoco sobre la 
estimulada por insulina (Ott y col., 2002). 
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El punto clave en la captación de la glucosa por parte del miocardio es el paso de 
la glucosa a través de la membrana plasmática. La glucosa necesita un mecanismo de 
transporte facilitado, ya que no es permeable a la membrana plasmática de células de 
mamíferos (Friehs y col., 2005). Importante para ello es la presencia de proteínas 
transportadoras en el sarcolema. Los cardiomiocitos expresan dos tipos de 
transportadores que facilitan el paso de la glucosa a través de la membrana: GLUT-1 
(activo principalmente en etapas tempranas del desarrollo) y GLUT-4 (transportador 
regulado por insulina y principal responsable de la captación de glucosa en el miocardio 
adulto). GLUT-1 se distribuye entre la membrana plasmática y complejos microsomales 
de baja densidad, mientras que GLUT-4 se almacena mayoritariamente en vesículas 
intracelulares cercanas al aparato de Golgi y a los endosomas (Friehs y col., 2003). 
La interacción de la insulina con su receptor provoca una rápida translocación del 
transportador GLUT-4 presente en las vesículas intracelulares, que se fusionan con la 
membrana plasmática, aumentando exponencialmente la captación de glucosa. Tras el 
estímulo, las moléculas de GLUT-4 se liberan de la membrana plasmática y vuelven a 
su almacenamiento en las vesículas intracelulares (Friehs y col., 2005). 
La insulina puede activar dos rutas metabólicas para inducir la captación de 
glucosa a través de GLUT-4. La ruta clásica se desencadena tras la unión de la insulina 
a su receptor, que se autofosforila y fosforila a su vez al sustrato del receptor de insulina 
tipo 1 (IRS-1), que forma un complejo con el enzima PI3K y activa a la proteína Akt, 
encargada de promover la translocación de GLUT-4 hacia la membrana plasmática 
(Saltiel y Kahn, 2001). Dos importantes factores reguladores de la ruta clásica de la 
insulina son la fosfatasa SHIP2 y PTEN. Ambos factores actúan eliminando los grupos 
fosfato 5 o 3 del fosfatidilinositol (3,4,5)P3 (PIP3), respectivamente, sustrato del enzima 
PI3K, inactivando la ruta de la insulina (Shepherd. 2005). Aparte, parece ser necesaria 
la activación de una segunda ruta complementaria. Ésta se inicia, igualmente, tras la 
unión de la insulina a su receptor, que fosforila al protooncogen Cbl que se asocia a la 
proteína adaptadora CAP. El complejo Cbl-CAP se transloca hacia regiones ricas en 
lípidos de la membrana plasmática donde regula varios pasos intermediarios hasta la 
activación de la proteína G TC-10, que envía una segunda señal para la movilización del 
transportador GLUT-4 a la membrana. (Saltiel y Kahn, 2001). 
La resistencia a insulina, definida como la disminución de la capacidad de la 
insulina de promover la captación de glucosa, está presente en la obesidad y la diabetes 
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tipo 2 (Caballero, 2003). Se caracteriza por alteraciones en distintos puntos de la ruta 
metabólica que regula la homeostasis de la glucosa; y resultan ser determinantes la 
disminución de la concentración del receptor de insulina, la inhibición de la actividad de 
enzimas intracelulares y la alteración de la translocación de los transportadores de 
glucosa, entre otros (Satiel y Kahn, 2001). Nuestros resultados proponen un efecto 
negativo de ghrelin sobre la regulación de la captación de glucosa en cardiomiocitos, lo 
que podría implicar un empeoramiento en su metabolismo. Este dato está en 
concordancia con el efecto adipogénico o el aumento de resistencia a insulina 
demostrado para ghrelin (Tschöp y col., 2000; Broglio y col., 2001). El estudio del 
papel de ghrelin en la regulación del metabolismo de la glucosa en cardiomiocitos 
podría resultar fundamental para un mejor conocimiento de la fisiología y fisiopatología
cardíaca de situaciones en donde el metabolismo cardiomiocitario sufre una alteración 
del metabolismo (Abel, 2004). Ejemplo de ello es la isquemia miocárdica, en donde los 
cardiomiocitos aumentan la tasa de captación y utilización de glucosa, efecto que 
favorece una mejor recuperación post-isquémica (Friehs y col., 2003).  
No obstante, la relación existente entre los niveles plasmáticos de ghrelin y la 
fisiopatogenia de alteraciones metabólicas relacionadas con el síndrome metabólico no 
está muy clara. Por ello, se deben tener en cuenta diversos puntos a la hora de analizar 
la implicación de ghrelin sobre desarrollo del síndrome metabólico. 
Por una parte, los niveles plasmáticos de ghrelin están reducidos en obesidad y/o 
diabetes (Kojima y Kangawa, 2005), lo que podría relacionarse con un aumento del 
riesgo cardiovascular y de aterotrombosis. Además, se sabe que, a nivel sistémico, 
ghrelin aumenta la adiposidad y reduce la secreción de insulina, favoreciendo la 
presencia de diabetes y obesidad (Kojima y Kagawa, 2005). Ambas patologías están 
englobadas dentro del síndrome metabólico, conjuntamente con otros factores de riesgo 
cardiovascular como son la hipertensión, dislipemia y recientemente incluidas también 
alteraciones renales e inflamatorias (Hafidh y col., 2005; Govindarajan y col., 2005). 
Pero por otro lado, ghrelin modula la respuesta inflamatoria, inhibiendo la producción 
de citoquinas (Dixit y col., 2004; Li y col., 2004), lo que podría beneficiar factores de 
riesgos de carácter inflamatorio (obesidad y diabetes tipo 2 y aterotrombosis) 
implicados en el síndrome metabólico, en la progresión de la enfermedad cardiovascular 
y en el aumento de la morbilidad y mortalidad poblacional (Govindarajan y col., 2005). 
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3.3 Efecto de ghrelin y Des-G sobre la ruta intracelular de la insulina 
A la vista de los resultados anteriores, nos planteamos un efecto de ghrelin y Des-
G sobre la ruta intracelular de la insulina. Otros autores han demostrado previamente 
que ghrelin es capaz de actuar sobre intermediarios de rutas metabólicas mediadoras de 
los efectos de la insulina, por ejemplo en células de hepatoma ghrelin regula 
componentes de la ruta metabólica de la insulina (Murata y col., 2002), en células H9c2 
ghrelin y Des-G activan las enzimas PI3K y Akt (Baldanzi y col., 2002), y en adipocitos 
3T3 L1 ghrelin aumenta la captación de glucosa a través de PI3K y Akt (Kim y col., 
2004).
En primer término analizamos un componente destacado de la ruta de la insulina, 
la proteína quinasa Akt. Hemos visto que la presencia de insulina en el medio de cultivo 
induce la fosforilación de Akt, y esta activación es independiente de la combinación con 
otro tratamiento, incluido ghrelin. Posteriormente, analizamos la fosfatasa PTEN, 
implicada en la ruta del metabolismo de la glucosa en cardiomiocitos. Aunque su 
actividad no esté directamente regulada por la insulina, PTEN actúa como fosfatasa 
encargada de defosforilar PIP3 y transformarlo en PIP2. La disminución de los niveles 
de PIP3 es como mecanismo de inactivación de la Akt (Harrington y col., 2005). El 
análisis proteico mediante Western blot indicó que ninguno de los tratamientos 
realizados provoca cambios significativos en los niveles proteicos de PTEN, por lo que 
no encontramos relación entre la modulación de ghrelin, Des-G o insulina sobre la 
captación de glucosa y la concentración proteica de PTEN. 
Por tanto, la regulación que ejerce ghrelin sobre la captación de glucosa en 
cardiomiocitos deberá ocurrir bien con posterioridad a la activación de Akt, o bien en 
una ruta paralela, implicada en la captación de glucosa en cardiomiocitos, estimulada 
por la insulina. 
4. ¿Son los efectos de ghrelin y Des-G similares o se contraponen? 
En la bibliografía existen varios estudios que analizan los efectos de ghrelin y 
Des-G sobre un mismo sistema o tipo celular. Ghrelin y Des-G comparten efectos sobre 
la inducción de la ingesta (Toshinai y col., 2006), la inhibición de la lipólisis inducida 
por isoproterenol en adipocitos de rata (Muccioli y col., 2004), como agentes 
cardioprotectores en las células H9c2 (Baldanzi y col., 2002), y células HL-1 
(resultados presentados en esta tesis) y como reguladores de la proliferación celular 
(Pettersson y col., 2002; Cassoni y col., 2004). Por otro lado, también se ha demostrado 
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que poseen diferentes mecanismos de acción. Des-G no regula los efectos 
neuroendocrinos de ghrelin, pero sí sus efectos metabólicos (Broglio y col., 2004). 
Ghrelin, en individuos sanos, disminuye los niveles de insulina en plasma y aumenta los 
de glucosa. Por el contrario, Des-G, administrado conjuntamente con ghrelin, 
antagoniza los efectos de ghrelin, aunque por sí solo no altera los niveles plasmáticos de 
insulina o glucosa (Broglio y col., 2004). Otro ejemplo es el trabajo de Gauna y 
colaboradores (2005), en el que ghrelin estimula de forma dosis y tiempo dependiente la 
secreción de glucosa por parte de adipocitos, mientras que Des-G la inhibe, además de 
contrarrestar el efecto ejercido por ghrelin tras su administración conjunta (Gauna y 
col., 2005). Finalmente, Li y colaboradores (2004) demuestran un efecto anti-
inflamatorio por parte de ghrelin en células endoteliales de cordón umbilical HUVECs 
no compartido por Des-G, sugiriendo que ghrelin actúa a través del GHS-R presente en 
las células HUVECs (Li y col., 2004). 
 De todos estos trabajos se podría especular que en aquellos tipos celulares en los 
que no se ha determinado la presencia del GHS-R1a, pero en los que sí se ha visto 
efecto de ghrelin y Des-G, ambos péptidos podrían estar compitiendo por su unión al 
receptor, existiendo dos posibilidades: a) que el sitio de unión sea el mismo y la 
presencia de uno inhiba la acción del otro, o b) que el sitio de unión sea distinto pero, 
igualmente, consiga ejercer un efecto inhibidor frente al otro. No obstante, es necesario 
un estudio más detallado de los mecanismos de unión de ghrelin y Des-G a su receptor 
o receptores y de las rutas de señalización intracelular activadas por ambos para 
determinar las posibles interacciones entre ambos péptidos. 
5. Papel de la obestatina sobre la viabilidad y metabolismo cardiomiocitario 
La obestatina, aunque deriva del mismo gen que ghrelin, presenta funciones 
opuestas a éste en cuanto la regulación de la ingesta y movilidad gastrointestinal (Zhang 
y col., 2005). 
En este trabajo hemos demostrado que los cardiomiocitos HL-1 poseen receptores 
para la obestatina (GPR39), pero ésta parece no participar en la regulación del 
metabolismo de la glucosa o ácidos grasos en cardiomiocitos, aunque sí induce una 
reducción de la actividad metabólica mitocondrial. Esto demuestra un efecto directo de 
la obestatina, posiblemente a través del receptor GPR39, sobre los cardiomiocitos HL-1. 
La reducción de la actividad metabólica que provoca la obestatina en los 
cardiomiocitos podría ser consecuencia de un aumento en los niveles de apoptosis 
Discusión
119
celular o una disminución de la proliferación celular. Sin embargo, el tratamiento con 
obestatina no modifica los niveles basales de apoptosis de nuestras células, lo que 
sugiere un papel más específico de este péptido, posiblemente sobre las mitocondrias u 
otros órganos como lisosomas o endosomas, también capaces de metabolizar el 
compuesto MTT (Hynes y col., 2005) utilizado para este estudio, cuya transformación 
depende de la actividad redox de la célula, siendo reflejo de la función mitocondrial, y 
que se utiliza como indicador del estado metabólico de la célula (Hynes y col., 2005), y 
como medida indirecta de la viabilidad o proliferación celular (Takahashi y col., 2002).
6. Resumen
En resumen, demostramos que los cardiomiocitos expresan, sintetizan y secretan 
ghrelin. Asimismo, demostramos la existencia de sitios de unión específica para ghrelin 
y obestatina en la línea cardiomiocitaria de ratón HL-1. El análisis de la actividad de 
ghrelin y de Des-G sobre la viabilidad celular y el metabolismo cardíaco muestran que 
ambos presentan actividad cardioprotectora, en cambio, existen divergencias en cuanto 
a sus efectos sobre el metabolismo de lípidos y glucosa. Por su parte, la obestatina 
reduce la actividad metabólica mitocondrial de los cardiomiocitos sin que esto sea 
consecuencia de una modificación en la viabilidad de las células o el metabolismo de la 
glucosa o de lípidos. 
El corazón, además de estar regulado por señales endocrinas procedentes de otros 
órganos (adrenal, riñón, etc.), es capaz de responder a señales autocrinas/paracrinas 
generadas por el mismo (por ejemplo péptidos natriuréticos). Los resultados de este 
trabajo sugieren que podría existir un sistema autocrino/paracrino de la regulación de la 
viabilidad y metabolismo cardiomiocitario por parte de ghrelin que, junto a los efectos 
beneficiosos de este péptido a nivel sistémico sobre los parámetros hemodinámicos, 










1. Los cardiomiocitos humanos y de ratón son capaces de sintetizar y secretar ghrelin, 
y presentan sitios de unión específicos para este péptido. 
2. Ghrelin y Des-G comparten un papel protector en cardiomiocitos frente a procesos 
inductores de la apoptosis en estas células. Además, los niveles de expresión génica 
de ghrelin están regulados por procesos pro y anti-apoptóticos. 
3. Ghrelin y Des-G regulan de manera diferencial el metabolismo de glucosa y lípidos 
en cardiomiocitos. 
4. El receptor de obestatina GPR39 se expresa en cardiomiocitos. La obestatina, a 
pesar de que no regula ni el metabolismo de la glucosa y lípidos, ni la viabilidad de 
cardiomiocitos, sí ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad metabólica 
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